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Um zu sehen, inwieweit die im ersten Teil meiner Unter- 
suchung entwickelten Anschauungen iiber den Zusammenhang 
zwischen den in der Aktivitiits-p,,-Kurve zam Ausdruck kommen- 
den elektrochemischen Eigenschaften der Saccharase und den 
sogenannten Vergiftungserscheinungen auch fiir andere Enzyme 
giiltig sind, habe ich ein paar andere kohlehydratspaltende 
Enzyme untersucht, und zwar 3 Amylasen, die Speichel-, 
Pankreas- und Malzamylase. Die Inaktivierung der Malz- 
amylase ist in einer griindlichen Arbeit von U. Olsson!) 
studiert worden. Deshalb habe ich mit diesem Enzym eigent- 
lich nur Versuche mit einigen bisher nicht untersuchten Giften 
angestellt. Die zwei tierischen Amylasen dagegen sind in 

') U. Olsson, Uber die Inaktivierung der Amylase, Diss, Stock- 
holm 1925; Diese Zs. Bd. 114, S. 51 (1921); Bd. 117, S. 91 (1921); Bd. 119, 
S. 1 (1922); Bd. 126, S. 29 (19283). 
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2 Karl Myrbiick, 


dieser Hinsicht wenig untersucht. Kinige vorliiufige Versuche 
iiber die Inaktivierung der Speichelamylase findet man in der 
Arbeit von Olsson. 

Die Inaktivierung der tierischen Amylasen wird unter 
anderem dadurch eine kompliziertere Erscheinung, da8 wir 
bei diesen Enzymen mit dem charakteristischen KinfluB der 
Neutralsalze rechnen miissen. Durch meine Inaktivierungs- 
versuche wurde ich zu einem Studium der Wirkung der 
Neutralsalzionen auf die tierische Amylase gefiihrt, und fand, 
dab die in der Literatur herrschenden Ansichten dariiber 
sogar in gewissen Grundanschauungen fehlerhaft sind. Kine 
genauere Untersuchung dieser Verhiiltnisse wurde darum not- 
wendig. Sie fiihrte unter anderem zu bemerkenswerten Er- 
gebnissen iiber die Identitiit der Speichel- und der Pankreas- 
amylase. 

Von grundsiitzlicher Bedeutung fiir eine Untersuchung 
iiber die Verbindungen der Amylasen ist natiirlich die Frage, 
ob man in einer Amylase (tierischen oder pflanzlichen) ein 
Knzym oder ein Enzymgemisch sieht. Wir begegnen hier der 
noch nicht beantworteten Frage, wie viele Enzyme beim Abbau 
der Stiirke zu Maltose beteiligt sind. Schon friih wurde die 
Annahme gemacht, daf die Amylasen aus zwei Teilenzymen 
bestehen, wovon das eine die Verfliissigung der Stiirke, das 
andere die Verzuckerung bewirken sollte.!) Verschiedene Be- 
einflussung dieser beiden hypothetischen Enzyme durch chemische 
Agenzien usw. ist mehrfach angegeben worden. Sicher ist 
aber, daB die Versuche wegen mangelhafter Methodik die Ver- 
schiedenheit der Enzyme nicht zwingend beweisen. Dagegen 
mu man vielleicht annehmen, daB in den natiirlichen enzym- 
haltigen Organismen, Organen usw. das Verhiltnis der ver- 
zuckernden und der verfliissigenden Kraft stark variieren kann.”) 
Im Lichte unserer neuen Kenntnisse iiber die verschiedene 
Affinitiit der Enzyme zu verschiedenen Substraten, Zwischen- 
produkten usw. und die mit dem Ursprung des Enzyms 


') Wijsman, Ree. d. trav. chim. des Pays-Bas. Bd. 9, 8S. 1 (1899). 
*) Chrzaszez u. Joseht, Biochem. Zs. Bd. 80, S. 211 (1917). 
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wechselnden Affinitiitsverhiltnisse kénnen aber solche Ver- 
suche auch nicht die Existenz von mehreren Enzymen in den 
Amylasen beweisen. Noch weniger diirfte man aus den jetzigen 
Kenntnissen iiber die Struktur des Stiirkemolekiils den Schluf 
ziehen kénnen, daB in den Starkeabbau Reaktionen von so ver- 
schiedener Natur eingehen, daB die Mitwirkung von mehreren 
Knzymen notwendig ist. Oppenheimer schreibt}): ,,Ks ist 
aber recht unwahrscheinlich, daB ein und dasselbe Ferment 
so verschiedenartige Prozesse katalysieren sollte: einerseits die 
Lésung solcher Bindungen, wie die reinen Nebenvalenz- 
bindungen oder noch weniger ,chemische“, viel mehr dis- 
persoidchemische Aggregationsbindungen sind, welche die 
einzelnen strukturell charakterisierten Bausteine der Stirke 
zusammenheften, ein ProzeB, den man nicht einmal im ge- 
briiuchlichen Sinne als einen ,,hydrolytischen“ bezeichnen kann; 
und andererseits die Lésung der reinen Strukturbindungen 
durch Sauerstoffbriicken, die aus diesen Bausteinen, nimlich 
den Anhydriden von Disacchariden und Trisacchariden“, 

. ,die Endprodukte, nach Karrers und Pringsheims Ansicht 
nichts anderes als Maltose, freisetzen.‘ Hierzu muB man 
bemerken, da auch wenn, oder vielleicht eben wenn — 
man annimmt, daf die ,,crundkérper“ der Stiirke durch ,,nicht 
chemische“ Bindungen zusammengehalten werden, ein spezielles 
Knzym kaum ndotig ist, das diese Bindungen lésen sollte. Gibt 
es ein Enzym, das ,,verzuckernde“ EKnzym der Amylase, das 
die Grundkérper so angreift, daf Maltose als Endprodukt ent- 
steht, so ist es wohl recht klar, dafB dieses Enzym die Grund- 
kérper auch dann spaltet, wenn sie durch nicht chemische 
Kriafte in gréBeren Aggregaten zusammenhiingen. Es scheint 
mir, als wire es gar nicht von den bekannten T'atsachen ge- 
fordert, die Verfliissigung der Stiirke als einen besonderen, von 
der Verzuckerung wesensverschiedenen Vorgang zu betrachten. 
Kin besonderes veriliissigendes Enzym braucht man_ nicht 
anzunehmen. Enzyme, welche ,,nicht chemische Bindungen“ 





1) Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl, 
S. 640. 
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4 Karl Myrbick, 





lésen, sind iibrigens nicht bekannt. Der Standpunkt, daB die 
wahren Proteasen, insbesondere das Pepsin, ,,Aggregations- 
bindungen“ lésen, eine Anschauung, die auch in Oppen- 
heimers ,.Fermente“ zum klaren Ausdruck kommt, wird auch 
unter dem EinfluB8 der neueren Arbeiten von Willstitter, 
Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern immer mehr verlassen. 
In allen einwandfreien Arbeiten iiber die Stirkespaltung fand 
man genau dieselbe p,-Kurve bei der Verfliissigung wie bei 
der Verzuckerung.’) 

Wenn also die Tatsachen, die fiir die Existenz eines be- 
sonderen verfliissigenden Enzyms sprechen, recht diirftig sind, 
so gibt es tiberhaupt keine, die die Beteiliguug mehrerer 
Enzyme an der Zerlegung der Grundkoérper der Stirke in 
Maltose wahrscheinlich machen. Bis auf weiteres diirfte 
man also annehmen kénnen, dafb die Amylasen einheitliche 
Knzyme sind. 

Kin Umstand, der zurzeit allen Arbeiten iiber Amylasen 
ein gewisses Unsicherheitsmoment zufihrt, ist, daB das Sub- 
strat, eine natiirliche oder eine in irgendeiner Weise vor- 
behandelte Stiirke, in der Konstitution unbekannt und dazu 
sicher nicht einheitlich ist. Die Messung der enzymatischen 
Wirkung eines Amylasepriiparates kann trotzdem mit recht 


groBer Genauigkeit geschehen, wenn man sich einer geecigneten 
Methodik bedient. 
i. 


Versuchsmethodik. 


Das Substrat war in siimtlichen Versuchen_ ,,Lésliche 
Stiirke Merck“, Kine 3—5°/ige Lésung davon wurde im 
Pasteurkolben steril aufbewahrt. Von der Liésung, die sich 
allmihlich triibte, wurde jeden Tag die nétige Menge heraus- 
senommen und einige Minuten gekocht. Zu gewissen Ver- 
suchen wurde die Stiarkelésung dialysiert. 

Zu jedem Versuche wurde, wenn anderes nicht gesagt 
wird, folgende Mischung hergestellt: 


!) Vgl.z.B. Euler u.Svanberg, Diese Zs. Bd. 112, S. 193 (1920); 
Kuhn, Chem. Ber. Bd. 57, 5S. 1965 (1924); Liebigs Ann. der Chem, 
Bd, 443, S. 1 (1925). 
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10 cem 3—5 °/, Starkelésung, 

5 ccm Pufferlésung, 

x cem Salzlésung, Gift oder dgl., 
y ccm Enzymlisung, 
35 — x — yeem Wasser. 





50 ecm Volumen, 


Mit wenigen Ausnahmen wurden die Verzuckerungsversuche 
im Thermostaten bei 25° ausgefiihrt. Vor dem Zusetzen des 
Enzyms wurde die salz- und pufferhaltige Starkelésung vorgewirmt. 
Kiir die Bestimmung des reduzierenden Zuckers, welche in 
allen Versuchen vorgenommen wurde, wurden Proben von 
10 oder 20 ccm herausgenommen. Die Bestimmung der Maltose 
geschah nach den Methoden von Willstatter und Schudel?) 
und von Bertrand.*) Wenn es moéglich war, wurde die erst- 
genannte, iuBerst bequeme Methode angewendet. Die heraus- 
genommenen Proben von 10 ccm wurden in diesem Falle in 
5 oder 10 ccm 0,1 n-Jodlésung einpipettiert, und danach un- 
mittelbar so viel 0,1 n-Natronlauge zugesetzt, daB nach Neutra- 
lisieren des Puffers noch ein UberschuB von etwa 8 baw. 15 ccm 
Lauge vorhanden war. Nach 15 Minuten Stehen wurde mit 
Schwefelsiiure angesiiuert und mit 0,1 n-Thiosulfat zuriicktitriert. 
Konnte die Methode von Willstitter und Schudel nicht 
angewendet werden, so wurden die Proben von 20 cem in der 
gewohnlichen Weise in 20 ccm der Alkali-Seignettesalzlésung 
nach Bertrand einpipettiert. Nach Zusatz der Kupferlésung 
wurden die Proben 2 Minuten gekocht. Das Oxydul wurde in 
Ferrisulfat—Schwefelsiiure gelést und mt KMnO, titriert. 

In einigen Fallen wurde die Jodfirbung nach Wohl- 
gemuth wiihrend der Reaktion untersucht. Dazu wurde | ccm 
der Reaktionsmischung in 5 ccm einer sauren 0,001 n-Jodlésung 
einpipettiert und die Farbe beobachtet. 

Als Puffer dienten in meinen Versuchen entweder Phos- 
phat- oder Acetatgemische. (Sérensens Salze bzw. von mir 
aus reinem Hisessig hergestelltes Acetat.) 





1) Willstitter u. Schudel, Chem. Ber. Bd. 51, 5. 780 (1918). 
*) Bertrand, BL Bd. 35, 8. 1285 (1906); vgl. auch Josephson, 
Chem. Ber. Bd. 56, 5, 1758 (1923). 








PERLE LEER LIE ILE OE LE 


emg tgs NTR hg ROR es ote AES 


ee ee 


nT a ae le aaa 


Pa 


MP TE a Or, 





6 Karl Myrbiack, 


9 


owe 


Die Speichelamylase und ihre Verbindungen mit Neutralsalzen. 
1. Enzympriaparate. 

Als Ausgangsmaterial diente in dieser Untersuchung durch- 
wey mein eigener Speichel. Nur zum Vergleich habe ich in 
einigen Versuchen Speichel anderer Herkunft untersucht. Der 
Speichel wurde unter Toluol gesammelt und ist, in dieser 
Weise aufbewahrt, bei Zimmertemperatur sehr haltbar.!) Vor 
den Reinigungsversuchen wurde der Speichel durch Zentri- 
fugieren von ausgefallten festen Koérpern befreit, 

Reinigung. Reinigungsversuche an Speichelamylase liegen 
nur vereinzelt vor. Gewéhnlich wurde Alkoholfillung oder 
Aussalzen vorgenommen. Wichtig sind die Versuche von Cohn- 
heim, die Speichelamylase durch Calciumtriphosphat zu sor- 
bieren und aus dem Sorbat mit Wasser auszuzichen. 

Ich habe gefunden, da8 sich die Speichelamylase schr 
leicht von Tonerde adsorbieren liBt, und da’ man sie aus dem 
Sorbat in viel reinerem Zustande eluieren kann. 


Beispiel: Versuchsreihe 1. 

10 ccm Speichel wurde mit 1 ccm einer 5°/, igen onerde- 
suspension geschiittelt, nach 5 Min. wurde zentrifugiert (Zentri- 
fugat 1). Das Sorbat wurde mit 10 ccm Wasser verrieben und 
wieder zentrifugiert (Zentrifugat 2). Es wurde dann '/, Stunde 
mit Sccm einer 1°/,igen Lésung von Na,HPO, geschiittelt 
und zentrifugiert (Elution). Je lccm von den erhaltenen Lé- 
sungen wurde auf Enzymwirkung untersucht. Gewdhnliche 
Stiirke-Pufferlésung, p,, = 6,75, 0,02 n-NaCl (optimale  Akti- 
vierung und Aciditit; siehe unten). In der Tabelle, wie in 

















Enzym t M /, Wirkung 
1 cem Speichel 5 18,1 100 
5 ,, Zentrifugat 1 5 14,1 15 
_ - 2 20 0 — 
1 ,, Elution 12 37,2 69 


‘) Vgl. Myers u. Scott, Jl. amer. Chem. Soc. Bd. 40, 5. 1713 (1918). 
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allen folgenden bedeutet ¢ die Zeit der Einwirkung des Knzyms 
auf Stiirke, J7 die nach der Zeit ¢ in der herausgenommenen 
Probe gebildete Menge Maltose in mg. Die Kigenreduktion 
der Starke ist in allen Versuchen abgezogen. 

Kine starke Sorption mit dieser relativ geringen ‘Tonerde- 
iInenge ist eingetreten. Durch Wasser kann das Enzym aus 
dem Sorbat nicht ausgezogen werden. Mit zweibasischem 
Natriumphosphat wird eine Elution mit guter Ausbeute er- 
reicht. Durch Dialyse kann man das Phosphat entfernen, 
wobeit man allerdings sehr vorsichtig arbeiten muB, da die 
Speichelamylase wihrend einer langen Dialyse leicht zerstért 
wird. Von mehreren Versuchen iiber Sorption mit onerde 
fiihre ich einen als Beispiel an. 


Versuchsreihe 2. 

700 com Speichel wurde mit 75cem Tonerdesuspension 
versetzt, und nach emigen Minuten zentrifugiert. Das Sorbat 
wurde zweimal in der Zentrifuge gewaschen. Die Klution wurde 
mit Na,HPO, vorgenommen und gab 250 cem Fliissigkeit. 
Diese wurde unter hiiufigem Wechseln der AuBenfliissigkeit 
? Tage gegen doppelt destilliertes Wasser dialysiert. Mit 0,5 com 
der Lésung wurde bei 37° ein Spaltungsversuch ausgefiilirt. 
p,, = 6,75, 0,02 n-NaCl. 1°/, Starke. 
ty der Stirke gibt 0,70 g Maltose. @ = 70 (= mg Maltose in Probe 

von 10 cem). 











’ } l a 
i M euo—- i log nga ps 
J 0,8 0,0360 
4 18,7 0,0335 
i 30,3 0,0350 
10 39,0 0,0353 


Mittel k = 0,0350 


5cem der Lisung gaben 0,00210 g Trockenriickstand (Mikro- 
wage). Wir finden also(Kuler und Svanberg, Diese Zs. Bd. 112, 
S. 193 (1920): 
0,0350-0,70 
0,0002 1 





Sf = << $97, 
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Kin Teil der Lésung wurde 10'Tage dialysiert. Die Aktivi- 
tiit war dann verschwunden, das T'rockengewicht hatte bis auf 
U,lmg pro ccm abgenommen. Wendet man nach Willstiatter 
und Mitarbeitern die nach der Dialyse erhaltenen 'T'rocken- 
gewichtswerte zur Berechnung von Sf an, so erbalt man 
Sf = etwa 500. 

Mit der beschriebenen Amylaselésung von Sf = 117 sind 
die meisten meiner Inaktivierungsversuche ausgefithrt.. 


2. Historische Bemerkungen iiber die salzfreie 
Speichelamylase. 

Meine Untersuchung wird zeigen, daB die gelaufigen An- 
sichten iiber die Aktivitat der salzfreien tierischen Amylase 
fehlerhaft sind. Eine kritische Durchmusterung der Angaben 
hieriiber ist darum notwendig. 

Frith wurde gefunden, daB gewisse Neutralsalze die Aktivitiit 
der tierischen Amylasen erhéhen. Mit undialysierten Enzym- 
loésungen fanden Kiibel!) und Griitzner?) eine Aktivierung. 
Dialysiert man die Amylaselésung, so wird ihre Aktivitiit ver- 
mindert, und die Aktivierung durch Neutralsalze (von allem 
NaCl) gréBer, was darauf beruht, daB die in der rohen Enzym- 
lésung befindlichen Salze bei der Dialyse entfernt werden. 
Dies Resultat ist vollkommen richtig. Dann mu aber die 
Krage beantwortet werden, welche Aktivitit die salztreie Amy- 
lase besitzt. Cole*), sowie Bierry, Giaja und Henri‘) sind 
zu der Ansicht gekommen, daf die tierischen Amylasen durch 
Dialyse voilig inaktiviert werden, aber durch NaCl-Zusatz wieder 
reaktiviert werden kinnen. Ungefihr gleichzeitig kam Preti®) 
zu dem Ergebnis, daB durch Dialyse die Amylasen des Pan- 
kreas, des Harns und des Blutes unwirksam, aber durch NaCl 
aktivierbar werden. Zu diesen Arbeiten sei nur angemerkt, 
daB die Aciditiit in den Verzuckerungsversuchen in keiner Weise 
definiert oder gemessen worden ist. Wendet man unvorbehan- 





') Kiibel, Pfliigers Arch. Bd. 76, S. 276 (1899). 

*) Griitzner, a. a. O. Bd. 91, 8. 195 (1902). 

5) Cole, Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 202 u. 281 (1906). 

‘) Bierry, Giaja u. Henri, C. R. Soc. Biol. Bd. 60, 479 (1906). 
») Preti, Bioch. Zs. Bd. 4, 8. 1 (1907), 
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delten Speichel oder andere rone tierische Amylaselésungen 
an, so wird durch die Verunreinigungen und Salze dieser Lé- 
suugen eine Aciditit der Starkelésung eingestellt, die wohl im 
alleemeinen recht nahe optimal sein diirfte. Werden durch 
Dialyse die Salze der Enzymlésung entfernt, so wird die Aciditit 
der Stirkelésung durch Verunreinigungen der Stirke, Luft- 
kohlensiure usw. unsicher eingestellt. Kommt dazu, dab in 
den meisten Fiillen sehr mangelhafte Methoden zur Messung der 
Stirkespaltung angewendet wurden, so kann man den obigen 
Arbeiten keine Beweiskraft mehr zuerkennen. Man erinnert 
sich, daB nach Bierry auBer NaCl auch Sauren aktivieren (!). 

Uber Fermentwirkung und deren Beeinflussung durch Neu- 
tralsalze hat dann Starkenstein eine umfassende Arbeit ver- 
Offentlicht.!) Er fand, daf nicht nur Leberamylase durch Dia- 
lyse ihre Wirkung verlor, sondern daf dies auch fiir Lipase 
und Pepsin gilt. Mit Kochsalz konnte er das Pepsin natiir- 
lich nicht aktivieren. Es handelt sich auch in diesen Fillen 
um Versuche, wo eine nicht kontrollierte Aciditat die gréBten 
Fehlschliisse veranlaBt hat. In einer Untersuchung, die als 
der endgiiltige Beweis fir die Inaktivitit der salzfreien tieri- 
schen Amylase angesehen wird, zeigt Bierry?’), daB tierische 
Amylase nach langdauernder Dialyse beinahe keine Verzucke- 
rung bewirkt, aber durch Chloride aktiviert werden kann. Die 
Aciditit ist aber nicht gemessen und iiber die wahre Aktivitiit 
der salzfreien Amylase bei deren p,,-Optimum sagen die Ver- 
suche nichts. (Man vergleiche die in derselben Arbeit zum 
Ausdruck gebrachten Anschauungen iiber das Co-Enzym der 
alkoholischen Girung, tiber die Enterokinase usw.) 

In einer sonst sehr interessanten Arbeit iiber die Gly- 
kogenspaltung durch Pankreasamylase konnte Norris*) durch 
Dialyse den gréBten Teil der Aktivitiét entfernen, und das 
Enzym durch Chloride dann wieder aktivieren. Auch er hat 
leider die Aciditiat bei der Spaltung nicht gemessen. Ein grofer 
Fortschrittt ist, daB Norris festgestellt hat, daB durch das 


1) Starkenstein, Biochem. Zs. Bd. 24, 8S. 210 (1910). 
*) Bierry, a. a O. Bd. 40, 8. 357 (1912). 
3) Norris, Biochem. Jl. Bd. 7, 8. 622, 1913. 
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von im angewandte NaCl keine Aciditiiisverschiebung eintrat. 
Norris hat tatsichlich festgestellt, da& NaCl unter Umstinden 
bei unverinderter Aciditit eine Aktivierung von etwa 400°/, 
bewirken kann und schlieBt daraus, daB die vollig salzfreie 
Amylase wahrscheinlich inaktiv ist. Wie ich in meiner Arbeit 
zeigen werde, ist es aber nicht ausreichend, bei einer gewissen 
Aciditét, sagen wir p,, = 7, die Aktivitiit der salzfreien und 
der mit Kochsalz versetzten Amylase zu bestimmen. Es ist 
nimlich so, daB die salzfreie Amylase ein anderes p,,-Optimum 
hat als die Kochsalzamylase. Untersucht man beide bei p,,=7, 
so verhalten sich die Aktivitiiten vielleicht wie 1:5, untersucht 
man sie dagegen bei p,,=6, verhalten sich die Wirkungen wie 
1:1,5. Ebenso wie die verschiedenen ,,Salzamylasen ihre 
p,-Kurven haben, hat die salzfreie ihre. Ich werde zeigen, 
daB die salzfreie Speicheiamylase bei ihrem p,,-Opti- 
mum (p,,=6) eine Aktivitéit besitzt, die etwa 40°/, von 
der bei p, =6,8 maximal durch NaCl-Zusatz erreich- 
baren Aktivitit ausmacht. 

In einer Arbeit von Michaelis und Pechstein!), wo 
durch systematische Untersuchung der verschiedenen Salz- 
amylasen die verwickelten Verhiiltnisse weitgehend gekliirt 
wurden, kommt noch die irtiimliche Annahme von der Un- 
wirksamkeit der salzfreien Amylase vor. Dies diirfte vor allem 
darauf beruhen, dab die Wohlgemuthsche Methode angewendet 
wurde, welche eine Verfolgung der enzymatischen Wirkung 
nicht gestattet. 

Ich gehe jetzt zu meinen eigenen Versuchen iiber. 


3. Die Kochsalzaktivierung und die p,,-Kurve 
der Cl-Amylase. 


DaB der Speichel, vor allem wenn er dialysiert ist, von 
Kochsalz stark aktiviert wird, ist mehrmals festgestellt worden, 
und zwar hingt die Wirkung so gut wie ausschlieBlich mit dem 
Cl-lon zusammen. Setzt man steigende Mengen NaCl hinzu, 
so steigt die Aktivitit zu einem Maximum, bleibt konstant, 





1!) Michaelis u. Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 59, 8. 77 (1914). 
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um bei sehr groben Mengen wieder ein wenig zu sinken. Die 
optimale Kochsalzkonzentration ist nach Krnstrém!') 0,01 bis 
0,03 n., was ich ganz bestitigen konnte. Zur maximalen Akti- 
vierung habe ich im folgenden in den meisten Fiillen Koch- 
salz zu 0,02 n-Lisung zugesetzt. Ich habe zuniichst mit einigen 
Enzymlésungen die Aciditaitskurve unter maximaler Aktivierung 
festgestellt. Als Puffer dienten Phosphatgemische. 

Hier muB zuerst die Rolle des Phosphats beriicksichtigt 
werden. Nach Michaelis und Pechstein soll nimlich das 
Phosphat nicht nur die Regulierung der Aciditiit besorgen, 
sondern auch mit dem Enzym eine ,,Phosphatamylase“ von be- 
stimmter Warkung geben. Wie nun dies mit ihrer eigenen 
Feststellung vereinbar ist, dab dieselbe Aktivitiit in !/,,, und 
1/,-molaren Phosphatlésungen entwickelt wird, ist schwer ein- 
zusehen. Vielmehr hegt die Sache so, wie ich spiater zeigen 
werde, daf das Phosphat (wie das Acetat) keine Knzymverbin- 
dung gibt, sondern lediglich als Puffer dient. Denselben Ge- 
danken haben Willstitter, Waldschmidt- Leitz und 
Hesse in ihrer Untersuchung iiber Pankreasamylase aus- 
sesprochen.”) In den folgenden Versuchen wurde eine 0,71°/, ige 
Stirkelésung angewendet. Maximal wird also in einer Probe 
von 10ccm 50mg Maltose maximal gebildet. In der Formel 
fiir eine monomolekulare Reaktion wird a = 50. Wie aus 
vielen Arbeiten hervorgeht und ich auch gefunden habe, ver- 
liuft die Stirkespaltung approximativ nach dieser Formel, 
wenn man mit der in jedem Versuch erreichbaren Verzucke- 
rungsgrenze rechnet (siehe unten).*) In den Tabellen bedeutet 
k die nach der monomolekularen Formel ausgerechneten Koun- 
stanten, ky ist der Mittelwert der Konstanten, 7 ist die rela- 
tive Geschwindigkeit. 

Das gefundene Aciditatsoptimum der Chloridamylase p,, = 6,6 
bis 6,8 stimmt sehr gut mit dem von Michaelis und Pech- 





1) Ernstrém, Diese Zs. Bd. 119, 8. 190 (1922). 

*) Willstitter, Waldschmidt-Leitz und Hesse, Diese Zs. 
Bd. 126, S. 143 (1923) und zwar 8. 148. 

°) Euler und Svanberg, Diese Zs. Bd. 112, S, 193 (1920); vel. 
auch Ernstrém, Diese Zs. Bd. 119, S. 190 (1922). 
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Frischer Speichel: 0,06 mal. Phosphat, 0,02 n-NaCl. 





6.35 


6,75 


6,96 








7,2 
17,3 
13,0 
19,5 
21,6 

8,6 
15,9 
21,6 
26,6 

9,4 
34,5 
20,2 


28,8 


15,1 
32,4 
06,6 
22,3 
26,6 
31,0 
36,0 


26,6 
36,0 
15,9 
34,5 
39,5 


14,4 
32,4 
36,6 
23,8 
31,1 
32,4 
26,6 


40,3 


M~ 





k-10* 


10 
8 


40) 
36 
33 





ky, * 10* 


36 


100 


L10 


110 
Liz 


98 


79 


D1 





64 


100 
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stein gefundenen iiberein. Ernstrém fand das Optimum bei 
Pp, = 6,5. Die mit anderen Enzymlésungen (dialysiertem Speichel, 
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gereinigten Amylaselésungen) gewonnenen Kurven sind mit der 
obigen vollkommen identisch. Wir werden oft Gelegenheit 
haben, darauf zuriickzukommen. 


4, Ist die salzfreie Amylase inaktiv? 


Ich dialysierte gew6hnlichen Speichel mehrere Tage. Wurde 
die Wirkung der erhaltenen Lésung auf Stiirkelisung ohne 
jeden Zusatz gepriift, so fand ich die Lésung vollkommen inaktiv. 
Mit Kochsalz bei p,, = 6,7 dagegen zeigte sie eine kriftige 
Wirkung. Dies schien also mit den geliufigen Annahmen in 
guter Ubereinstimmung zu sein. Untersuchte ich aber die 
Wirkung der dialysierten Lisung bei Gegenwart von Phosphat, 
aber ohne NaCl, so fand ich bei einigen Aciditiiten (p,, = 6) 
eine recht groBe Aktivitiit, niimlich 40°/, der maximalen. Ob- 
gleich nach Michaelis die Phosphationen nur sehr wenig 
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aktivieren sollen, dachte ich doch zuerst, daB ich hier mit der 
.Phosphatamylase“* zu tun hatte, und daB moéglicherweise noch 
anwesende Spuren von Cl’ eine zu grobe Aktivitiit vortiuschten. 
Ich dialysierte darum die Amylaselésung nochmals 2 Tage und 
die Stirkelésung 8 Tage. Als ich aber wieder die Aktivitiit 
der Lésungen mit und ohne Kochsalz untersuchte, fand ich, 
daB sich die Wirkung mit Phosphat bei p,, = 6 (Versuch 4) 
zu der Wirkung mit Phosphat und NaCl bei p,, = 6,7 (Versuch 5) 
wie 4°/,,. verhielt. DaB noch anwesende Salze in Enzym und 
Stiirke die Aktivitiit ohne Zusatz von Cl’ bewirkte, ist also aus- 
geschlossen. Ich untersuchte dann die Wirkung des dialysierten 
Kinzyms auf dialysierte Stiirke ohne jeden Zusatz und fand genau 
dieselbe Aktivitiit wie nach Zusatz von Phosphat von 
P,, =6 (Versuch 6). Lieb ich aber dieselbe Enzymlésung auf 
die undialysierte Stiirkelésung einwirken, so fand keine Spaltung 
statt. Ich fand, daB dies darauf beruhte, dab die undialy- 
sierte Stirkelésung eine Aciditiit von p,, = etwa 4,5 besab. 
Die sogenannte lésliche Starke ist ja mit Siiure vorbehandelt, 
welche in diesem Falle vermutlich nicht ganz weggewaschen war. 





Versueh t M J+ 103 ky, - 104 R 
4 20 10,8 53 
40 19,5 53 
60 26,6 55 54 40) 
5 20 95,2 37 
45 40,4 133 135 100 
6 40 19,6 54 
95 31.0 2 53 99 

















Die Aktivitéit der dialysierten Amylase beruht also nicht 
auf der Anwesenheit von Salzen. Dieses auffallende Resultat 
wurde durch viele Versuche bestiitigt, von deren Wiedergabe 
ich absehen kann. Es wurden alle denkbare VorsichtsmaBregeln 
vorgenommen, um die Chlorfreiheit des Reaktionsgemisches zu 
sichern. 

Beispiel. Dialysierter Speichel wurde mit Tonerde sor- 
biert, das Sorbat mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen 
und mit Na,HPO, (Sérensen) eluiert. Die Klution wurde 
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gegen doppelt destilliertes Wasser, das hiiufig gewechselt wurde, 
dialysiert. Zu den Spaltungsversuchen nahm ich die oben be- 
schriebene dialysierte Stiirkelisung, chlorfreies Wasser und 
Phosphat nach Sérensen. 


Versuch 7. 





Dialysezeit 
. : 7 und Ci’ t M i+ 104 R 
Stunden Pir ; 
. ie 8 11,2 863 
ae 24,5 363 
0.02 n-Na€ z peat ee 
20 aiaaliad 18 34,2 385 100 
Pr = 6,10 11,9 149 
ohne Cl 13 142 39 
ae 1 98 250 
Pu = 6,45 re 14.0 240) 
0,02 n-Na€ : oe ~ 
A4 ees 11 22.7 240) 100 
Pu = 6,10 6 6,9 107 
ohne Cl 11 11,5 103 42 
Dn 6,75 6 11,5 190 
| 0,02 n-Cl 11 20,0 202 100 
6% : 
Pi = 6.10 6 55 85 
ohne Cl 1] 10,0 87 44 
Po = 6,75 6 9,4 152 
| 0,02 n-Cl 1] 15,4 146 100 
92 
Po = 6,10 6 3,9 59 
ohne Cl 11 7,5 65 4] 

















Die Versuche zeigen, daB durch Dialyse die Aktivitiét an- 
fangs schnell auf etwa 40°/, fallt, daB sie dann aber absolut 
nicht mehr abnimmt. Die in meinen Versuchen gefundene 
Aktivitiit der salzfreien Amylase kann also nicht auf der An- 
wesenheit von Chlorid beruhen. 

Schon aus den Versuchen 4 und 6 geht hervor, dab die 
Phosphate keine besondere Salzwirkung ausiiben, sondern nur 
die Aciditiit besttmmen. Durch eine Versuchsreihe 8 habe 
ich den Einflu& verschiedener Mengen Phosphat untersucht. 

Wir sehen, daB die Aktivitit in phosphatfreier Lisung 
und in phosphathaltiger bis zu einer Konzentration von etwa 
0,1 n. vollkommen gleich ist. Diese und die vorigen Versuche 
kénnen nur so gedeutet werden, dab das Phosphat sich mit 
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Versuch 8. py = 6,10. 

















Phosphat t M | Phosphat t M 
= 20 13,5 0,01 20 12,8 
40 25,5 40) 25.0 
0,001 20 13,5 0,06 20 14,2 
40 25,0 40) 25,0 
0,005 20 15,5 0,21 20 11,5 
40 25,0 | 40 22 0 


der Speichelamylase nicht verbindet. Der Umstand, dab wir 
das Phosphat also lediglich als Aciditiitspuffer betrachten 
kénnen, vereinfacht in hohem Grade die Untersuchung iiber 
die Neutralsalzwirkung. 


5. Die Acidititskurve der salzfreien Amylase. 

Nachdem ich nun gezeigt hatte, da die salzfreie Speichel- 
amylase eine bestimmte Aktivitit besitzt, untersuchte ich die 
p,-Kurve. Zu dieser und den folgenden Versuchsreihen iiber 
die 
durch 'lTonerdesorption gereinigt und erschipfend dialysiert 
war. Sie hatte einen Sf-Wert von 50. 


die Salzamylase kam eine Knzymlésung zur Anwendung, 


Versuch 9. 0,06 n-Phosphatpuffer. 








Pr t M k-104 k yy: 10! R 
4,50 SO 7,0 7 7 5 
4,86 33 10,1 30 

60 16,9 28 

90 20,9 26 28 21 
5,30 60 21,6 4] 

80 26.6 41 4] 30 
5,59 20 10,1 50 

40 19,5 54 

60 26,0 53 52 39 
6,10 20 10,8 53 

40) 19,5 D4 

60 26,6 55 H4 4() 
6,35 83 17,3 5D 

60 26,6 DD 

90 33,1 53 DD 41 
6,80 20 6,5 31 

4() 13.0 82 

75 21,6 33 39 24 
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( 
Pu t M k-10' kyge 10* R 
6,97 33 8,7 25 
60 14,4 25 
90 17,3 21 24 18 
7,10 338 8,7 25 
60 13,8 21 
90 17,3 21 22 16 
7,50 4() 2,9 6,5 
90) 8,0 8,5 1h hy, 
Mit 0,01 n-NaCl. 
5,38 23 5,9 66 
50 28,1 64 65 48 
6,10 20 22,3 116 
45 39,6 128 122 0 
6,7 20 25,2 137 
45 40,4 133 135 100 
7,8 20 1,3 84 
45 27,4 70 T7 7 
‘iatiadanaion: sacenen 
- —— ee = 
Pd * 
/ 
S 4 | 
= 
= / 
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Wir finden also, am besten aus der Fig. 2, wo die Acidi- 
titskurven gezeichnet sind, daB die salzfreie Amylase das Aci- 
dititsoptimum bei p,, = 6,0—6,10 hat. Die halbe Reaktions- 
geschwindigkeit findet man bei p,, = 4,9 und 7,0. Die Chlorid- 
amylase dagegen hat ihr Optimum bei p,, = 6,7 und gibt die 
halbe Geschwindigkeit bei p, = 5,3 und 7,9. Aus diesen 
Kurven kann man nun unmittelbar ersehen, daB die durch 
NaCl verursachte Aktivierung bei verschiedenen Aciditiiten 
stark varuert. 

Untersucht man die Aktivierung bei p,, = 5, so steigt die 
Aktivitiit durch NaCl von 35 auf etwa 52. Untersucht man 
sie dagegen bei p,, = 7,5, so steigt sie von 6 auf 74. In diesen 
Verhialtnissen findet man die Griinde fiir die fehlerhaite An- 
nahme, daB salzfreie Amylase inaktiv sei. | 

Bei der Bestimmung von Sf an Speichelamylasepriparaten 
muB man die optimalen Bedingungen fiir die Wirksamkeit 
schaffen. Man arbeitet mit Acetat- oder Phosphatpuffern, in 
Konzentrationen unter 0,1 n., und bei p,, = 6,75. Die Koch- 
salzkonzentration soll etwa 0,02 n. betragen. (Sie kann jedock 
ohne Gefahr betrachtlich vergréBert werden.) GriBere Kon- 
zentrationen anderer Salze sollen vermieden werden. Eine 
Wirkung derselben kann zum ‘Teil durch vergréerte NaCl- 
Konzentrationen ausgeschaltet werden. Die Stiirkekonzentration 
ist 1°/, oder gréBer (vgl. unten). 

Als Temperatur ist 37° zweifelsohne geeignet, obgleich 
man in anderen Untersuchungen, wie in meiner, aus verschie- 
denen Griinden bei niedrigeren '‘emperaturen arbeiten soll. 


6. Die sogenannten Acetat- und Sulfatamylasen. 


Nachdem ich bewiesen hatte, dal eine Phosphatamylase 
nicht existiert, wurden die von Michaelis angenommenen 
Acetat- und Sulfatamylasen untersucht. Schon den Versuchen 
von Michaelis und Pechstein zufolge war es unwahrschein- 
lich, daB die Einwirkung dieser Salze auf die Wirksamkeit der 
Speichelamylase in einer Bildung von Salzamylasen_besteht. 
Ich habe auch gefunden, da’ keine Griinde vorliegen, eine 
solche anzunehmen. 
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Zuerst untersuchte ich die Wirkung des Acetats, mit und ohne 
NaCl. Ich fasse die Resultate in folgenden Tabellen zusammen. 
Versuch 10. 
1°/, nicht dialysierte Stiirke. Dialysiertes 

Rel. Aktivitit = 100 bei py = 6,7 und 
(Vierecke in der Figur.) 


0,08 n-Acetat. Ohne NaCl. 
Amylasepriiparat: Sf = 117. 
0,02 n-NaCl. 


























Pu f M k. 104 | kyr: 10# R 
491 10 5,6 86 

15 8,2 36 36 22 
5,44 10 10,4 70 

15 14,6 67 69 $2 
5,88 10 12,2 82 

15 19,3 92 Si Oe 
6,33 10 11,3 75 

15 17,0 80 78 47 

Versuch 11. 0,003 Phosphat. Ohne NaCl. (Ringe in der Figur.) 

4,96 6 4.4 46 

12 8.7 48 47 28 
5.59 6 6.8 yf 

12 14,5 83 78 47 
6,10 6 7,5 82 

12 15,5 91 87 53 
6,96 43 46 

12 8.5 47 47 28 

Versuch 12. 0,08 n-Acetat. 0,02 NaCl. 

5,44 6 7,8 85 | 

15 19,0 91 88 53 
5,99 6 12,0 137 

15 28,0 149 143 87 
6,63 6 14,6 168 

15 30.0 162 165 100 
6,90 6 14,2 164 

15 30,0 162 163 99 

Versuch 13. 0,03 n-Phosphat. 0,02 n-NaCl. 

5,51 8 14,0 121 

15 23.0 115 118 72 
6,10 5 10,4 140 

11 20,6 138 139 84 
6,73 D 11,9 162 

10 21,4 158 160 98 
6,96 5 11,9 162 

10 21,4 158 160 98 
7,70 6 10,4 117 

14 21,8 115 116 70 

9) * 
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Ich habe in der Fig. 3 die gewonnenen Ergebnisse ver- 
anschaulicht. Mit aller Deutlichkeit geht hervor, daB die 
Kurven identisch sind, und 
daB der SchluB berechtigt 
ist: Acetationen verbinden 
| sich nicht mit der Speichel- 
| | \ amylase, sondern die Wir- 
| °/ | | \ kung auf das Enzym be- 

| |  schrinkt sich auf den Kin- 
fluB auf die Aciditiit, 

Ich habe nun auch 
den EinfluB von Sulfationen 
auf die Amylase untersucht. 
Nach Michaelis und 
| Pechstein soll eine we- 
nig wirksame Sulfatamylase 
| vorkommen. Die Affinitiit 
| | | des Enzyms zu den Sulfa- 

~~ ,  tionen soll allerdings recht 
~ e klein sein. 
Zuerst untersuchte ich 
die Wirkung des Sulfats auf die Chloridamylase. 
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Versuch 14. 
Enzym: Speichel. 0,03 mol. Phosphat. py = 6,77. 0,02 n-NaCl. 
Verschiedene Mengen Na,SQ,. 














Normalitit von 
f j k-10* k,,- 104 

Na,SO, ‘ lai R 

_ 15 16,5 78 
30 29,5 79 79 100 

0,005 15 16,5 78 
30 29,5 79 79 100 

0,05 15 16,5 78 
30 28,0 74 76 96 

















Die Abweichung im letzten Versuch liegt kaum auBerhalb 
der Versuchsfehlergrenze. Allerdings kann man hier behaupten, 
da8 das Sulfat wirkungslos ist, weil das Chlorion eine so viel 
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gréBere Affinitit zum Enzym hat. Ich habe darum auch den 
Kinflu8 des Sulfats auf dialysiertes Enzym ohne Chloridzusatz 
untersucht. 


Versuch 15. 0,03 mol. Phosphat p,, = 6,5. 








Normalitat von 
ges t M i +16* k.,«107 R 
Na, SO, M ; 
6 17,3 205 
12 29.8 200 203 100 
0,02 6 17,3 205 | 
12 28,7 193 199 98 
0,04 6 16,8 199 
12 29,0 197 198 98 
0,10 6 14,5 168 
12 26 0 168 168 $3 

















Erst in 0,1 n-Lésung kann man also eine kleine Ver- 
zogerung durch Sulfat beobachten. Nun ist es doch so, dab 
alle Salze, auch die, welche in kleineren Konzentrationen stark 
aktivieren, in héheren eine kleine Verzégerung der Reaktions- 
geschwindigkeit bewirken. Es gibt keinen Grund, anzunehmen, 
daB das Sulfat in dieser Hinsicht eine Sonderstellung ein- 
nimmt. Wir kénnen also behaupten: Es gibt keine Sulfat- 
amylase. 


7. Die Chloridamylase. 


Durch alle Arbeiten itiber die Einwirkung der Neutralsalze 
auf Speichelamylase ist festgestellt worden, da Chlorionen 
stark aktivieren, und zwar stirker als alle anderen unter- 
suchten lonen. Da ich nun eine salzfreie Amylase hatte, 
deren Wirksamkeit gut charakterisiert war, konnte ich die 
Wirkung des Chlorions genauer untersuchen. Bei p,, = 6,7, 
dem Optimum der Chloridamylase, untersuchte ich zuerst die 
Kinwirkung von zunehmenden Mengen NaCl. 

Die gefundene optimale Konzentration des Kochsalzes 
stimmt gut mit der von anderen angegebenen. In der Fig. 4 
findet man die Kurve, welche die Abhiingigkeit der Aktivitiit 
von der Kochsalzkonzentration veranschaulicht. Aus dieser 
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‘ Versuch 16. 





Enzym wie in Versuch 9. Sf = 50. 0,01 n-Phosphatpufter. 
0,7°/, Starkelésung. 











Normalitit yon 
ere t M ke 104 key, 104 R 
NaCl M u ’ 
— 17 7,9 4? 
32 13,0 38 40 oy 
0,0005 17 12,4 80 
32 25,2 86 83 60 
0,001 17 18,0 104 
32 28,1 100 102 73 
0,005 17 21,6 . 182 
32 32,4 125 129 933 
0,01 17 22.0 139 
32 34,6 139 139 100 
0,02 17 22,1 140 
32 34,5 138 139 100 , 
0,1 17 21,6 132 
32 33,1 129 131 of 
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n-NaCl , 
Fig. 4, 
Kurve kann man approximativ eine Affinitiitskonstante Knzym-Cl 
berechnen, wobei man sich erinnern mu, dab der gefundene 
Wert mit der Aciditiit variieren kann. Bezeichnen wir die | 


Aktivitiit bei der NaCl-Konzentration x mit A, und die gesuchte 


= ° = . r A * Taina A, 
Konstante mit Aq, so ist Ag, = 2, wenn 4 = * oder 


bh 


Ko, = 0,0009. 















































Uber Verbindungen einiger Enzyme mit inaktivierenden Stoffen. IL. 23 
} & o S| 
Ich bestimmte nun die p,-Kurven bei eimigen NaCl-Kon- 
zentrationen. Die p,-Kurve der salzfreien Amylase findet man 
aus dem Versuch 9, 
Versuch 17. 
? 
0,03 n-Phosphatpuffer: 0,0005 n-NaCl. 0,7°/, Stirke. , 
Pi f M i+ 10* ‘y7 LO* I 
1,6 20 6,5 28 
36 10,8 28 28 QI 
oo 20 £30 53 
36 18,8 53 53 40 
6,09 20 19,4 98 
36 31,0 102 100 i6 
7,00 2) 144 68 
36 20,6 62 65 1) 
7,35 20 7,9 36 
36 14,4 38 37 28 
Versuch 18. 
0,03 Phosphatpuffer: 0,005 n-NaCl. 0,7°), Starke. 
4,6 23 7,9 30 
50 19,5 38 34 26 
5,34 23 15,9 66 
50 28,1 64 65 49 
5,79 20 20,9 107 
45 38,1 117 112 85 
6,12 20 22.3 116 
45 39,6 128 122 92 
6,68 20 25,2 133 
45 40,4 131 132 100 
6,99 20 24.9 131 
45 38, | L118 125 95 
7,85 20) 17,3 84 
45 284 78 81 61 


Die entsprechenden Kurven findet man in der Fig. 5. In 
Ubereinstimmung mit Michaelis und Pechstein stellen wir 
also fest, daB die Chloridamylase, d. h. Amylase -- Uberschuf 
von NaCl, ihr Aciditiitsoptimum bei p,, = 6,7 hat. Bei kleineren 
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Cl-Konzeutrationen verscLiebt sich das Optimum in demselben 
Mab, wie die maximale Aktivitit geringer wird, gegen die saure 
Seite, um in chloridfreier Lésung bei etwa 6,0 zu liegen. 


8. Die Nitratamylase. 

Nach den Angaben der Literatur soll die Speichelamylase 
zu Nitrationen eine sehr grofe Affinitit haben; die entstandenc 
Nitratamylase soll dagegen nur wenig wirksam sein, woraus 
folgt, daB in Gemischen mit aktivierenden Salzen die Nitrate 
stark hemmen. Da meine oben beschricbenen Versuche auf 





vita? 
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Relative 

















die Aktivitiit der Amylase und ihre Salzverbindungen gewisser- 
maBen ein neues Licht warfen, habe ich auch die Nitratamylase 
untersucht. Da nach den friiheren Befunden, die ich bestitigen 
konnte, die Amylase zu dem Nitration eine groBe Affinitit 
hat, ist in 0,1 n-NaNO,-Lésung alles Enzym als Nitratverbin- 
dung vorhanden (s. u.). Ich untersuchte zuerst die p,-Kurve 
der Nitratamylase. 


oe 
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Versuchsreihe 19. 
0,06 mol. Phosphatpuffer. 0,1 n-NaNO,. 0,7°/, Stiirke. Amylase: Sf = 50. 
(Die p;;-Kurve desselben Priparates ohne Salzzusatz findet man in Ver- 
such 9, die mit NaCl in Versuch 18. Gestrichelte Kurven in Fig. 6.) 





























Pu t M ke 104 Keyy: 104 R 
4.88 62 4,1 5 § 4 
0,00 36 9,0 24 

60 12,6 20) 22 17 
6,10 33 12.3 34 

62 13,0 bs ee 33 25 
6,35 36 12,7 39 

50 19,5 43 

65 24,9 43 42 2 
6,96 33 15,9 5O 

62 26,6 54 52 SY 
4,15 36 15,6 50 

50 23,8 5D 

65 27,4 53 53 AO 
ae 33 10.8 32 

62 19,9 34 33 25 
8,30 36 Dl 13 

D0 9,4 18 

65 10,8 16 16 12 


Aktivitot 


Relative 
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; Man sieht in der Hig. 6, dab die Nitratamylase (aus- 
gezugene Kurve) ein p,-Optimum besitzt, das stark von dem 
der salzfreien Amylase abweicht. In guter Ubereinstimmung 
mit Michaelis und Pechstein finde ich das Optimum bei 
Pp, = 6,9—7,0. Die maximale Aktivitiit der Nitratamylase ist  } 
der der salzfreien etwa gleich. Dies kann auch gewissermaBen 
mit den Versuchen von Michaelis und Pechstein im Kin- 
klang sein, nur kann man nicht sagen, da die Aktivitit des 








Versuch 20, 
Speichel (= Amylase + Chloridamylase) 0,03 mol. Phosphatpuffer. 
1°, Stirke. Von den jeder Aciditéit entsprechenden Versuchen ist der 
erste ohne, der zweite mit 0,03 n-NaNO, angestellt. : 





fi 
' 
f 
4 
£ 
; 
f 





























Bae Pi t M +108 hey + 108 R 
i _ ee —_ 
f 7 17,5 177 
; 15 29,8 161 
; . 25 39,2 156 164 61 
; 5,60 
i 7 6,6 62 
: 15 14,0 65 
4 25 20,0 59 62 23 
7 21,0 220 
1d 36,0 210 215 80 
6,32 } 
7 11,2 109 
5 21,5 105 
25 31,9 104 106 39 
7 14,8 147 
15 28,8 153 
25 39,7 140 149 D5 
6,95 - 
; 7 11,5 111 
15 23,5 117 
| 25 33,9 114 114 42 
; ' 
7,8 73 
1 15,7 73 
i 25 25,2 78 (fs) 28 
7,70 
7 8,8 84 | 
5 15 17,3 82 | 
: 25 26,6 83 83 3I 
10 3,0 19 19 7 
84 
; 10 3,7 23 
20) 6,8 22 
f 30 9,4 21 22 8 
i 
' 
; 
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sulzfreien Knzyms und die dev Nitratamylase gegen die der 
Chloridamylase ,,eine unvergleichlich kleinere“ ist. 

Aus den verschiedenen p,,-Kurven erkliiren sich nun ialtere 
Angaben iiber ,,Hemmungen“ und ,,Aktivierungen“ durch Nitrat. 
Bei Acidititen gréBer als p,, = 6,5 hemmt Nitrat die salzfreic 
Amylase, bei Aciditiiten kleiner als p,, = 6,5 aktiviert es, Da- 
segen wird die Chloridamylase, wie die Versuche 20—21 zeigen, 
bei allen Aciditiiten gehemmt. 

Bei dieser nur teilweise aktivierten Amylase ist die Hem- 
mung in saurer Lésung sehr betrichtlich. In alkalischer 
Lisung ist sie klein, ja, sie geht sogar in eine kleine Aktivierung 
liber, was mit dem gegen die alkalische Seite verschobenen 
p, Optimum der Nitratamylase zusammenhiingt. 

Versuch 21. 
Derselbe Speichel, aber maximal aktiviert. 0,03 mol. Phosphatpuifer. 

0,03 n-NaCl. Erster Versuch ohne, zweiter mit 0,03 n-NaNQ,. 




















Pu t M ke 104 ky, « 10% R 
6 16,7 197 
; 12,5 30,8 200 198 T4 
00 
6 2.3 140 
12 23,1 144 142 53 
6 20,9 257 
12 34,9 241 249 92 
6,33 
6 18,3 218 
12 30,2 204 211 78 
6 21,5 265 
12 344 247 256 YD 
6,96 
6 19,0 228 
12 31,6 216 222 82 
6 17,0 202 
12 30,0 208 205 76 
7,20 
6 14,2 164 
1 26,0 168 166 62 
6 7,4 80 
12 14,2 82 81 30 
3,41 6 5,9 65 
| 12 12,0 | 69 67 25 


Aus den Tabellen sieht man, daB die Chloridamylase bei 
allen in Frage kommenden Aciditiiten von NaNO, gehemmt 
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wird. Es war dies auch zu erwarten, da ja die Aciditits- 
optima der beiden Amylasen recht nahe zusammenfallen. Ferner 
beobachtet man, daB die durch eine gewisse NaNO,-Konzen- 
tration verursachte Hemmung mit steigender NaCl-Konzentration 
abnimmt. Dies bedeutet, daB sich NO,’ und Cl’ gegenseitig 
verdriingen, oder wie Michaelis und Pechstein es ausdriicken: 
In Gemischen von Salzen entsteht eine mittlere Geschwindigkeit. 

Die Bestimmung der Affinititt der salzfreien Speichel- 
amylase zu den Nitrationen ist mit einiger Schwierigkeit ver- 
bunden, da sich die Wirkung des Nitrats eigentlich nur in 
einer Verschiebung des Aciditiitsoptimums aiuBert. In folgenden 
Versuchsreihen habe ich mit einem salzfreien Speichelamylase- 
praparat von Sf= 117 die Aktivitaétskurven fiir ein paar Nitrat- 
konzentrationen bestimmt. 


Versuch 22. (Fig. 7.) 





0,03 mol. Phosphatpulver, 1°/, dialysierte Stiirke. Ohne Nitrat. Kurve I. 














Pu t M ie-108 k:y,* 104 

4,85 7 4,4 40 

15 8,7 39 4) 
5,58 7 6,8 63 

15 14,2 66 65 
6,11 7 7,5 70 

15 15,5 72 71 
6,96 7 4,3 40 

15 8,5 38 39 


Versuch 23. 0,02 n-NaNO;. Kurve II. 














D 1,2 14 

4,83 10 2.4 14 14 
5 3,3 42 

5,58 10 6,5 38 40 
5 3,9 50 

6,11 9 8,1 60 a 
4 4,2 68 

6,96 9 8,7 65 67 
4 3,5 55 

7,9 9 6,5 AT ol 
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Versuch 24. 0,10 n-NaNO,. Kurve III. 


























Pr t M k: . 10% ky bd 10° 
5.69 6 3.0 31 
12 5,4 29 30 
6,35 6 4,6 48 
12 91 50 49 
7,20 6 6,0 65 
12 11,2 63 64 
7,83 6 4,6 48 
12 8,6 46 47 
K 107 
cO _ “" 
ae —* Ho, ‘i Y 
x = 
6C : a “ S We Se — 
y” 3 Oe *\ 
| 7 ” \ * 
4 x x ra x \ 
y a i ff \ 
ra rot 
20+ i 
a! 
oO 
= pees sieges a eiiabblgndicheasiaing SS es ee 
Y G Pr ¢ 8 
Fig. 7. 


In der Fig. 7 sieht man die Verschiebung der p,,-Kurve 
mit steigender Nitratkonzentration. Wie aus mehreren Ver- 
suchen hervorgeht (siehe unten), ist bei 0,1 n-NaNO, die Amy- 
lase praktisch in NO,-Verbindung iibergefiihrt. Betrachten 
wir die Kurven, finden wir, daB die Aktivitiitskurve bei 
0,02 n-NaNO, schon niher der Nitratkurve III als der Kurve | 
liegt. Das bedeutet, daB schon bei einer Nitratkonzentration 
< 0,02 die Hilfte der Amylase in Nitratamylase umgewandelt 
ist. Die Dissoziationskonstante ist also < 0,02. Wir kénnen 
den Wert auf etwa 0,01—0,005 schitzen. Genauer bestimmen 
wir sie folgendermafen (siehe Versuchsreihe 25). 

In 1°/, Stirkelésung ist das Enzym praktisch vollstiindig 
an das Substrat gebunden. Weiter kénnen wir im Aciditits- 
optimum von einer elektrolytischen Dissoziation des Enzyms 
absehen. Bezeichne ich mit A die salzfreie Amylase und mit 
ACI usw. die Salzamylasen, so ist bei der Nitratkonzentration N; 
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Versuchsreihe 25. 1°), Stiirke. Salzfreies Enzym + 0,0015 n-NaCl; 
0,03 mol. Phosphatpuffer. py=6,8. Zusatz von steigenden Mengen NaNQ,. 
Mit NaCi maximal aktiviert, gibt das Enzym /: = 270-107*. (2 = 100). 





Normalitiit von . 
pa mee ft M k-104 ken, 104 R 
NaNO, M 

5 15,0 212 
10 27,4 216 214 80 

0,02 5 9,9 132 
y 18,3 146 139 52 

0,04 7 12,7 124 
20) 30,4 122 128 46 

0,10 7 10,9 104 
20 26,8 105 105 39 

0,20 10 13,4 99 
32 33,2 91 92 85 

















Ausgezogene Kurve in Fig. 8. 


A + ACI + ANO, = = die totale Enzymkonzentration (1) 


A: 0,001 5 


a 0,0009 (siehe oben), (2) 
A-N _o—tw : 
ANO, KNO,. (3) 


Die relativen Aktivitiiten sind: 
Un.) oe 


99 ANO, . . . e . . ° 35 
me > & & e- & A ce ae 


Nehmen wir z. B, N = 0,02, so ist nach obiger Tabelle 


die relative Aktivitiit = 52. Dann ist: 
th 4 2 ape 4. Se OG oe BP, (4) 
0,0015 002, _ ~y 6 
A (1 + 0.0009 + hao. ) oe ae (5) 


Aus (4) elimimert man durch (2) und (3) ANO, und ACI, 
und erhilt dann aus (4) und (5): 





0,0015 0,02 » Ko 0,0015 0,02 
40 4-0 100 4 2 85 ee GS 1 4 2 
+ 0.0009 . Kxo, ( F 0.0009 Kyo, 
. 9 Ae 
oder Axo, = 9,0055. 
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In derselben Weise kinnen wir fiir andere Werte von .\ 
die Konstante berechnen: 











N Rh Ky, ™ 
0,01 60 0,0053 
0,02 52 0,0055 
0,04 46 0,0052 
0,10 39 0,004 


Die Werte weisen eine gute Konstanz auf und zeigen, 
daB die Affinitiit der Amylase zu NO, viel geringer als zu Cl 
ist. Michaelis und Pechstein geben den Gegensatz an. 
Die Wohlgemuthsche Methode hat leider in ihren bahn- 
brechenden Versuchen zu einer fehlerhaften Dentung gewisser 
Tatsachen gefiihrt. 


9. Die Chloratamylase. 


Folgende kleine Versuchsreihe 26 sei zuerst angefiihrt. Dialysierter 
Speichel. 0,0015 n-NaCl, 0,03 mol. Phosphatputler p,; = 6,75. 





ZAusatz t M i: - 104 Ivyy ° 108 

a 7 19,0 196 

15 33,7 190 
25 44,0 173 187 

O05 RCM, . . 7 12,4 121 
15 25,5 131 126 

0,03 KCIO, .. % 18,8 193 
15 34,0 193 193 














Withrend also das Perchlorat vollkommen unwirksam ist, 
hemmt das Chlorat stark. Wohlgemuth’) gibt an, dab 
Chlorate die Speichelamylase aktivieren. Damit hiingt es, wie 
wir sehen werden, so zusammen, da je nach der Aciditiit 
und dem NaCl-Gehalt der Lésung des Kaliumchlorat hemmen 
oder aktivieren kann. (Wohlgemuth gibt in derselben 
Arbeit an, daB Acetate und Phosphate hemmen, Nitrate und 
Nitrite férdern. Alle diese Angaben sind durch die Nicht- 
beriicksichtigung der Aciditiit véllig entstellt.) 





') Wohlgemuth, Biochem. Zs. Bd. 9, 8S. 10 (1908). 
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Ich bestimmte nun die Affinitat des Knzyms zu den Chlo- 


rationen. 


Versuchsreihe 27. 


0,03 mol. Phosphatpuffer, py = 6,78. 


1°/, Stirke, salzfreies Enzym; 0,0015 n-NaCl; 
Zusatz von steigenden Mengen 


























KC1O,. (k maximal = 270-107: R = 100.) 
Normalitiit von 1 
a ye 1 4 * 
— 5 18,0 258 95 
10 31,0 254 
0,02 5 13,0 178 65 
10 23,3 176 
0,04 ‘ 15,8 153 D4 
15 27,0 141 
0,10 8 12,1 104 40 
15 22,6 112 
0,20 7 10,8 104 37 
15 19,5 94 
7 A. - — = a ee ~ a ee ere oe eres an ee ane aen 
- i | 
ar ; 
. Or %, 
x \ * See 
“A i << 
es ee a a a od —t 
3 
Ps 20 es 4 
BER La Se eT eT 








Normalitit der Salze. 
Fig. 8. 


Die Kurve ist in der Fig. 8 gestrichelt. Unmittelbar fallt 
die groBe Ahnlichkeit der 2 Kurven dieser Figur auf. Zwar 
scheint die Affinitiit zum Chloration etwas kleiner zu sein als 
zum Nitration. Bemerkenswert ist aber, daB die Kurven sich 
approximativ demselben Grenzwert nihern. Wir finden also, 
daB die Chloratamylase approximatiyv dieselbe maxi- 
male Aktivitit hat wie die Nitratamylase, dies unter 
der Voraussetzung, daB die Chloratamylase dieselbe p,,-Kurve 
hat wie die Nitratamylase. In folgender Versuchsreihe unter- 
suchte ich dies. 
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Versuch 28. 0,03 mol. Phosphatpuffer; 0,1 n-KC1O,. Enzym Sf = 117. 
(Die Nitratkurve des Priiparates findet man in Versuch 24.) 





Pu t M k- 10* Ky + 10° 

4,87 ) 0,8 10 

12 Le 9 10 
5,60 5 2,2 28 

12 4.5 24 26 
6,33 5 4,3 56 

12 9,8 D5 O6 
6,96 5 5,2 68 

12 10,1 28 63 
7,80 D 3,9 50 

12 7,9 44 47 
8,50 5 1,3 16 

12 2,9 2 14 














Ringe und Kurve IIIf in Fig. 7. 


Die Nitrat- und Chloratkurven fallen sehr nahe zusammen. 
Hs ist dies zweifelsohne bemerkenswert, da dies ja mdéglicher- 
weise mit dem analogen Bau der beiden Salze zusammenhiingt. 


10. Andere Salzamylasen. 


Von anderen Salzen, die auf die Amylase einwirken sollen, 
sind vor allem die Bromide und Jodide interessant. Ein paar 
Versuchsreihen seien angefihrt. 


Versuch 29. Enzym, salzfrei: Sf= 117. 0,03mol. Phosphat. 0,04 n-NaBr. 




















Pu t M k ° 104 ky . 10¢ R 
4,80 5 2,3 28 

10 4,5 28 28 20 
5,58 5 5,6 72 

10 11,3 76 74 54 
6,35 5 9,1 121 

10 16,0 113 117 $5 
6,95 5 8,7 116 

10 16,5 116 116 84 
7,58 5 7,6 100 

10 14,4 100 100 43 
8,30 5 8,7 47 

10 15 49 48 35 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLIX. 3 
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Versuch 30. Dieselbe Mischung, aber 0,04 n-KJ statt NaBr. 





Pr 


5,509 


6,33 





5 
12 
5 


12 


D 
12 
9 ] 
12 


| 
| 
! 
| 


) 
12 


Versuch 81. 


5,60 


,30 


“ 


( 


6,92 


8,30 





5 
10 
a) 


10 


5 


10 





M 





i: 103 


{ 42 
\ 44 
{ 68 
| 68 
{68 
| 74 
{ 50 
\ 52 
f14 
| 16 


hy +I 
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Dieselbe Mischung, aber 0,04 n-Na€l statt iJ. 








112 
108 
139 
Za 
146 
130 
112 
106 

54 


56 


110 
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Ich habe auch die Eimwirkung der Fluorionen untersucht. 
Dariiber gibt es in der Literatur die widersprechendsten An- 
gaben. Sie beruhen alle darauf, dai die Aciditiit nicht kon- | 
trolliert wurde. Im allgemeinen fand man starke Hemmungen, | 
was mit der sauren Reaktion gewoéhnlicher Fluoridpriparate | 
zusammenhiingt. Auf salzfreie Amylase + 0,0015 n-NaCl unter- | 
suchte ich die Kinwirkung von 0,03 n-KF. 


Versuch 32. 























i t M ik +104 ky * 104 
' Ohne KF. . . 7 19,0 196 
15 33,7 190 | 
25 44,0 173 187 | 
- Mit KF... 7 18,0 184 
15 34,5 197 
fe 25 44,0 173 185 
: 
‘ 
} 
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In diesem Versuch, wo eine zur vollstiindigen Aktivierung 
nicht ausreichende NaCl-Menge anwesend war, muB eine Anderung 
der enzymatischen Wirkung stattgefunden haben, wenn sich die 
Amylase mit den Fluorionen verbinde. Dies ist nicht der Fall. 

Uber die Kinwirkung von KCN habe ich nur ein paar 
vorliufige Versuche angestellt. Kine Kinwirkung von KCN 
kann aber in anderer Weise zustande kommen, als bei den 
obigen Salzen. Die in den meisten Arbeiten beschriebenen 
Hemmungen durch KCN beruhen zum gréBten Teil auf der 
alkalischen Reaktion von Cyanidlésungen. Mit KCN in geringen 
Mengen erhielt ich auch starke Hemmung. Wurde aber eine 
Lisung von HCN von derselben Normalitit angewendet, so war 
die Hemmung viel geringer. Immerhin ist in 0,1 n-HCN das 
Knzym beinahe wirkungslos. 
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In der Fig. 9 habe ich die Aktivitiits-p,,-Kurven aller von 
mir untersuchten Speichelamylasen zusammengestellt. Die 


Kurven sind: 
9 + 
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Kurve I: die salzfreie Amylase, 
“i Il: ,, Chloridamylase, 
» Ill: ,, Bromidamylase, 
» LV:  ,, Jodidamylase, 
“ V: ,, Nitratamylase, 
5 VI: ,, Chloratamylase. 
Die Halogenamylasen haben ihr Optimum bei 6,7— 6,8; das 
Optimum der Nitrat- und Chloratamylasen liegt miglicherweise 
noch ein wenig mehr gegen die alkalische Seite bei p,, = 6,9 
bis 7,0. Von den Salzamylasen weicht die salzfreie Amylase 
mit ihrem Optimum bei p,, = 6,0—6,1 stark ab.) 





Folgende 2 Fragen sind nun zu beantworten: 

1. Warum haben dieSalzamylasen verschiedene Aktivitiiten ? 

2. Zu welcher Gruppe von Verbindungen gehéren die Salz- 
amylasen ? . 

Die erste Frage beantworten Michaelis und Pechstein 
folgendermafBen: 

(Die Salzamylasen) ,,unterscheiden sich voneinander ... . 
durch die GréBe ihrer Wirksamkeit auf Stirke, oder, wie wir 
statt dessen wahrscheinlich ebensogut sagen kénnen, durch 
die Affinitiit der komplexen Salzdiastaseverbindungen zur 
Stiirke.‘ Daf die Verbiiltnisse aber nicht so einfach liegen, 
ging schon aus einigen vorliufigen Versuchen hervor. Ich 
stellte eine genauere Untersuchung um so eher an, als iiber die 
Affinitit der Amylasen zu Stiirke wenig Sicheres bekannt ist 


11. Die Affinitét Enzym-Substrat. 
Mc Guigan?) fand in 2—10°/,igen Stirkelésungen die- 
sclbe Reaktionsgeschwindigkeit. Mit Pankreasamylase fanden 
Kendall und Sherman’) fiir 1—4°/, Starke konstante Ge- 





') Eine interessante Untersuchung iiber den EinfluB des Citrats auf 
die Amylase bei Ringer und van Trigt. Diese Zs. Bd. 82, S. 484 
(1912), Kine Verschiebung des Optimums mit der Puffermenge, die sie 
feststellen konnten, ist den yon mir mit NaCl gefundenen Verhialtnissen 
ganz analog. 

*) Me Guigan, Jl. Biol. Chem. Bd. 39, S. 273 (1919). 

3) Kendall u. Sherman, Jl. amer. chem. Soc. Bd. 32, S, 1087 
(1910), 
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schwindigkeit. Ihre Zahlen fiir verdiinntere Stirkelésungen 
geben keinen wahren Wert der Geschwindigkeit, da die Ke- 
aktion beim Messen zu weit fortgeschritten war. 

Ich untersuchte nun zuerst die Wirkung der Chloridamylase 
in verschieden konzentrierten Stairkelésungen. 


Versuch 33. Dialysierte Stirke. Amylasepriparat: Sf = 117. 0,03 mol. 
Phosphatpuffer. 0,02 n-NaCl. py = 6,9. 





itt mg Maltose 
*/o Stirke t M —_2_._—__—. anfangs 
Minute 
0,095 1 1,3 
2 2,3 1,4 
3 2,9 
0,19 1 1,7 
2 3,3 1.8 
3 4.5 
O,48 2 1.0 
4 7,0 2.0 
6 10,5 
0,96 2 46 
4 9,2 2.3 
6 12.8 
1,91 2 4.6 
4 9.6 24 
6 14,0 | 











Methodische Schwierigkeiten verhindern Versuche mit noch 
verdiinnteren Stirkelésungen, die sonst zur genauen Bestimmung 
der Affinitit zwischen Stirke und Chloridamylase nétig sind. 
Immerhin mu8 aus den Versuchen geschlossen werden, dab 
die Affinitit sehr groB ist. Die halbe maximale Reaktions- 
geschwindigkeit dirfte der Stirkekonzentration 0,07°/, ent- 
sprechen. Ich untersuchte nun weiter, ob die kleinere Akti- 
vitit der Nitratamylase, wie Michaelis annimmt, durch ver- 
minderte Affinitit zur Stirke erklirt werden kann. Bedenken 
wir, daB nach meinen Versuchen in 1°/,iger Stiirkelésung die 
Nitratamylase eine Aktivitéat von etwa 40°/, von der der Chlorid- 
amylase hat, so kann man berechnen, daB, wenn die Michaelis- 
sche Annahme richtig ist, die Stiirkekonzentration, die der 
relativen Aktivitit 50 entsprechen sollte, etwa 1,5°/, seim muf, 
d. h. etwa 20 mal gréBer als bei der Chloridamylase. 
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Versuch 34. Dieselbe Stirke- und Enzymlésung wie in Versuch 33. | 
0,03 mol. Phosphatpuffer. 0,1 n-NaNO;. py = 6,9. 
Maltose : 
°/, Stiirke t M a eons | 
hy * ° Minute 6 
0,19 1 1,1 
2 2,2 1,1 
4 4,2 
| 
0,75 2 2,5 | 
: 4 4,9 1,3 
| 8 8,3 
: 1,5 2 2,5 
4 4.8 1,3 
| 8 8,9 
| | 
ae | as 
4 ou —_—-— 
F ne | 
' ae ..<eacene cate -s 
E 9 | | 
a | 
’ 0) coer ——— ae 
: “”) — TT] 
. O74, : sist aceon 
oe 3 | | 
| ee S | | | 
| | | 
| : - ” 6% Starke : | 
Fig. 10 


In der Fig. 10 findet man die Aktivitiits-[S]-Kurven der 

Chlorid- und Nitratamylase (Kurve I und II). Wenn auch 

aus diesen Kurven die Dissoziationskonstanten der Enzym— 

. 4 Substratverbindungen nicht genau ausgerechnet werden kénnen, | 
a so ist doch deutlich, daf& die geringere Wirksamkeit der Nitrat- 
amylase nicht auf einer geringeren Affinitiit zum Substrat be- 
} : ruhen kann. In etwa 1°/,iger Stirkelésung haben beide Amy- 
| 





lasen das Maximum ihrer Wirksamkeit erreicht, und es ist 
nicht méglich, durch vergréBerte Substratkonzentration die 


: Aktivitit der Nitratamylase zu steigern. 

‘* : In derselben Weise untersuchte ich die Jodidamylase. 
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Versuch 85. Dicselbe Versuchsanordnung. 





ee wre 





mg Maltose 
"/, Stiirke t M Minute 
anfangs 
{ 
0,48 5 4,6 
10 9,2 0,9 
0,96 5 6,1 
10 11,3 1,2 
1,9 2 6.6 
10 121 1,3 











Kurve Ill in Fig 10. 
SchheBlich wurde auch die Aktivitiit der salzfreien Speichel- 
amylase in Stirkelésungen von zwei verschiedenen Konzen- 


trationen gemessen. 
Versuch 36. 














1°/, Stirke 2°/, Stirke 
| a F. | Rel. 
t | A | ; ) y Pag 

| f | Geschw. . J | Geschw. 
Pu = 6,8 3 5,9 3 6,8 
0,02 n-NaCl 6 9,9 100 6 12,8 100 
Pu = 6,1 3 | 2,2 3 2,8 
Ohne NaCl 6 4,5 10) 6 5,0 | A() 


Auch hier ist das Verhiiltnis der Geschwindigkeiten von 
der Substratkonzentration unabhiingig. Bewilesen ist also: 


Die verschiedene Aktivitat der Amylase und ihrer 


Salzverbindungen beruht nicht auf verschiedenen A ffi- 
nitiiten zum Substrat. 


12. Die Kinetik der Spaltung. 

[ch habe ein paar Versuche iiber die Kinetik der Starke- 
spaltung durch Speichelamylase ausgefiihrt, teils im Anschlub 
an die Versuche von Kuhn iiber Pankreasamylase'), teils um 
zu sehen, ob die Spaltung durch verschiedene Salzamylaseu 
sich durch verschiedene Kinetik unterscheidet.?) 





') Kuhn, Licbigs Ann. der Chem. Bd. 443, 8, 1 (1925). 

*) DaB sich Malzamylase in dieser Hinsicht von den _ tierischen 
Aimylasen unterscheidet, geht aus den erwiihnten Arbeiten von Kuler 
und Svyanberg und von Kuhn hervor. 
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Versuch 87. 
20 cem 5 °/, Starkelésung, 
10 cem 0,3 mol. Phosphatpuffer, 
5 ecm n-NaCl, 
63 ccm Wasser, 
2cem Enzym: Sf = 117. 








100 ccm ° Pur = 6,9. 











t Farbung mit Jod M 
blau _ ~- 

5 blauviolett — — | 
10 rotviolett 223 166 
15 rotbraun — — 
20 gelbrot 386 174 
25 gelb — — 

30 — 496 153 
10 d08 140 
60 _ o41 107 
90) - 583 90 
210 — 597 40 
00 — 700 “~— 











Wahrend der ersten Halfte folgt die Reaktion recht gut 
der monomolekularen Formel, wie auch Kuhn fir Pankreas- 
amylase fand. Bei etwa demselben Verzuckerungsgrade (30 °/, 





Versuch 388. 








t Farbung mit Jod M k+104 
1 blau ~- — 
5 blau — — 

10 blauviolett 110 4 

15 violett -— —~ 

20) rotviolett 204 75 

29 rotbraun oo -_— 

80 rotgelb 275 13 

AO gelb 353 76 

60 a 436 71 

90 ---- 520 65 

210 983 37 
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Maltose) verschwindet auch fiir beide Amylasen die Jodfarbung. 
In derselben Weise wurde die Nitratamylase untersucht. Die- 
selbe Mischung, aber 0,1 n-NaNO, anstatt NaCl. (Vers. 38.) 
Die monomolekularen Koeffizienten zeigen denselben Gang 
wie bei der Chloridamylase. Die blaue Jodreaktion verschwindet 
auch bei demselben Verzuckerungsgrad. Eine wesentliche Ver- 
schicbung des Verhiltnisses von ,,stirkelésender“ zu_,,ver- 
zuckernder“ Kraft des Enzyms ist also durch die Uberfiihrung 
in Nitratamylase nicht zustande gekommen. Die verschicdene 
Wirksamkeit beruht nicht auf verschiedener Kinetik. 


13. Theorie der Salzwirkung. 

Kinen Versuch zur Deutung der Aciditatskurve der Speichel- 
amylase haben Michaelis und Pechstein gemacht, und zwar 
haben sie die Acidititskurven als Dissoziationskurven auf: 
gefaBt. Ihre Versuchsmethodik erlaubte keine genaue Messung 
der Reaktionsgeschwindigkeit, weshalb eine gute Ubereinstimmung 
nicht zu erwarten war. AuBerdem sahen die Autoren, dem 
damaligen Stand der Kenntnisse entsprechend, in Uberfiihrungs- 
versuchen ein Mittel, den isoelektrischen Punkt eines Knzyms 
zu bestimmen und kamen darum zum SchluB, daB die Speichel- 
amylase bzw. ihre Substratverbindung als Anionen wirksam 
sind. Nunmehr wissen wir, daB aus Uberfiihrungsversuchen an 
unreinen Enzymlésungen keine Schliisse iiber die elektro- 
chemische Natur eines Enzyms gezogen werden kénnen. Es 
gibt also keine Griinde fiir die Annahme, dai die Anionen der 
Speichelamylase wirksam sein sollten. Vielmehr ist, wenn man 
die analogen Verhiltnisse bei der Saccharase beriicksichtigt, der 
Gedanke naheliegend, daB das Acidititsoptimum der Speichel- 
amylase mit dem isoelektrischen Punkt des Enzyms zusammen- 
fallt. Obgleich zurzeit nicht gesagt werden kann, warum gerade 
die undissoziierten Molekiile der Carbohydrase—Substratverbin- 
dungen spontan zerfallen, sind doch im Falle von Saccharase 
so viele Versuche damit im Kinklang, daB die Richtigkeit der 
Annahme nicht bezweifelt werden kann. Ich werde darum 
untersuchen, wie sich folgende Arbeitshypothese mit den Ver- 
suchsgebnissen in Kinklang bringen laBt: Die p,-Kurven der 
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Speichelamylase sind die Dissoziationsrestkurven eines Ampho- 
lyten, wobe1 dic Anwesenheit von solchen lonen, die von dem 
Knzym gebunden werden, die Kurven in verschiedener Weise 
beeinflubt. Michaelis und Pechstein schreiben: (Die Salz- 
amylasen) ,unterscheiden sich voneinander, ... durch ihre Siure- 
issoziationskonstanten und damit gleichzeitig durch die Lage 
ihres isoelektrischen Punktes und dadurch zugleich durch die 
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Fig. 11, 


[H'] ihres Wirkungsoptimums auf Stirke“. Es ist aber aus 
meinen Versuchen deutlich, da& durch die Salze nicht nur die 
Niuredissoziationskonstante, d. h. der alkalische Ast der p,- 
Kurve verschoben wird, sondern da’ dies auch mit dem sauren 
Ast, d. h. der basischen Dissoziationskonstante stattfindet. 
Bei der folgenden Besprechung der elektrochemischen 
Kigenschaften der Speichelamylase und ihrer Salzverbindungen 
muB man zuerst bemerken, da& bei den Versuchen stets ein 
Uberschu8 von Substrat anwesend war. Die Diskussion wird 
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daher eigentlich die Enzymsubstratverbindung betreffen. Hicr 
wie bei der Saccharase ist es aber wahrscheinlich, da’ Enzym 
und Enzymsubstratverbindung elektrochemisch recht gleich- 
artig sind. Wohl ist es méglich, daB auch hier basische 
Gruppen des Enzyms an der Bindung des Substrates beteiligt 
sind, aber dadurch werden die Kurven nur unwesentlich ver- 
schoben. In der Fig. 11 sind die Kurven I und II (gestrichelt) 
die theoretischen Dissoziationsrestkurven eines Ampholyten mit 
K, = 10-5 und A, = 10-5°. Aus diesen setzt sich die wirk- 
liche Dissoziationsrestkurve II] zusammen (ausgezogen). Mit 
Kreisen habe ich die Resultate der Versuchsreihen 3, 9, 12, 18 
und 18 veranschaulicht; diese Kreise geben also die experi- 
mentell gefundene Abhingigkeit der Wirksamkeit der Chlorid- 
amylase von der Aciditiit an. Die Ubereinstimmung ist sehr 
gut. Als die Dissoziationsrestkurve eines Ampholyten kann 
man also sehr gut die Aktivitiits-p,-Kurve der Chloridamylase 
erkliren. Zu erklairen sind aber dann auch die Aktivitiits- 
kurven der salzfreien Amylase und die der anderen Salz- 
amylasen, und zwar ist es notwendig zu zeigen, nicht nur, dab 
die Kurven die Form von Dissoziationskurven haben, sondern 
daB sie auch die verschiedenen maximalen Aktivitiiten der 
Salzamylasen erkliren. 

Betrachten wir die gestrichelten Kurven IV und V der 
Hig. 11, theoretisch konstruierte Kurven, die den Dissoziations- 
konstanten A, = 10-%° und A, = 10-°* entsprechen! Denkt 
man sich einen Ampholyten mit diesen Dissoziationskonstanten, 
so wird seine Dissoziationsrestkurve die ausgezogene Kurve V1 
werden. Die kleinen Vierecke in der Figur zeigen nach den 
Versuchsreihen 9 und 22 die Aktivititsabhingigkeit der salz- 
freien Amylase. Ks ist einleuchtend, daB man die p,- 
Kkurve der salzfreien Amylase auch als eine Dissoziations- 
restkurve deuten kann. Eine Anderung der Dissoziations- 
konstanten des amphoteren Enzyms durch die Anlagerung von 
Cl’ oder NaCl erklirt also die verschiedenen p,,-Optima und 
dazu ohne weiteres die verschiedenen maximalen 
Aktivititen der salzfreien Amylase und der Salz- 
amylasen, ohne daB man besondere Annahmen iiber ver- 
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schiedene Affinititen zu Starke, tiber verschiedene Zerfalls- 
geschwindigkeiten der Enzymsubstratverbindungen usw. hinzu- 
ziehen mub. 

Die Aktivitits-p,,-Kurven der Chlorid-, Bromid- und Jodid- 
amylasen habe ich in der Fig. 12 zusammengefaBt. Genau 
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Fig. 12. 


wie oben kann man sie als Dissoziationsrestkurven auffassen. 
Die Kurven, aus welchen sie zusammengesetzt sind, sind ge- 
strichelt. Wir finden leicht folgende 'T'abelle. 











Ka Ky, 
Chloridamylase . 10—-° 10-83 
Bromidamylase. . . . oo 10-4 
Jodidamylase . . . . 10-74 10—753 
Salzfreie Amylase . . | io ‘oe 
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Durch die Anlagerung von Halogenionen oder, wie wohl 
wahrscheinlicher ist, von Halogen- und Alkalimetallionen (vgl. 
unten) werden die sauren Higenschaften der Amylase geschwicht, 
und zwar am stiirksten durch Chloride, am schwiachsten durch 
Jodide. Die basischen Kigenschaften werden dagegen ver- 
stiirkt, am meisten durch Jodide, wenig oder nicht von Bromiden, 
von Chloriden vielleicht ein wenig verstiirkt. 

In genau derselben Weise kénnen die Nitrat- und die 
Chloratkurven erklirt werden. 

Koénnen, wie wir gesehen haben, die Aktivitiiten und Aci- 
dititskurven der verschiedenen Salzamylasen sehr leicht aus 
der hypothetischen, elektrochemischen Natur des Enzyms er- 
klart werden, so ist damit natiirlich nicht bewiesen, daB das 
Knzym und seine Salzverbindungen Ampholyte sind. Wie friiher 
fir die von Kuler, Josephson und Myrbick modifizierte 
Michaelissche Theorie, welche die Aciditatskurve der Saccha- 
rase erklirte, direkte Beweise fehlten, so ist hier und vielleicht 
in noch héherem Grade, die Annahme yon dem amphoteren 
Charakter des Enzyms rein hypothetisch. Ich habe aber im 
ersten ‘l'eil dieser Untersuchung zeigen kénnen, daB die In- 
aktivierungen der Saccharase durch Siure- und Basenreagenzien 
einen Beweis fiir die Theorie liefern. Es wird vielleicht auch 
bei der Speichelamylase méglich werden, durch Inaktivierungs- 
versuche die oben entwickelte Theorie der Salzamylasen zu 
stiitzen. Ehe ich aber auf meine Vergiftungsversuche eingehe, 
seien einige Worte iiber 


14. Die Natur der Salzamylasen 


erlaubt. Man fragt sich selbstverstiindlich, wie die Bindung 
eines Neutralsalzes oder eines ihrer Ionen an das Enzym statt- 
findet, an welche Gruppen im Enzymmolekiil usw. Die erste 
hierher gehérende Frage ist: Wird nur das negative Ion des 
Salzes oder werden beide Ionen gebunden? Aus den ein- 
schligigen Arbeiten geht hervor, daB gegeniiber dem negativen 
lon die Wirkung des positiven auf die Wirksamkeit des Enzyms 
wenigstens klein ist. Genauere Arbeiten mit moderner Methodik 
iiber den KinfluB der positiven Ionen fehlen noch. Indessen 
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diirftte man behaupten kénnen, daB die Salzamylasen durch 
Anlagerung von beiden lonen des Neutralsalzes zustande 
kommen. Man miiBte sonst eine durchgreifende Anderung der 
elektrochemischen Eigenschaften des Enzyms annehmen (Uber- 
gang von Basenion in undissoziiertes Salz), eine Anderung, die 
mit Hinsicht auf die bei Saccharase stark gestiitzten An- 
schauungen iiber den Zusammenhang zwischen elektrochemischen 
Higenschaften und Acidititskurve sehr unwahrscheinlich ist. 

Wenn wir also die Salzamylasen als Verbindungen vom 
Kinzym mit beiden lonen des Neutralsalzes betrachten kénnen, 
so gilt es dann, die niihere Natur dieser Verbindungen fest- 
zustellen. Die groBe Schwierigkeit ist hier, da8B in allen 
analogen Fillen, wo eine Einwirkung von Neutralsalzen auf 
organische Kérper bekannt ist, die Verhiltnisse auch sehr 
wenig geklirt sind. Ich will nur in aller Kiirze ein paar 
Beispiele anfiihren. 

Schon lange ist der groBe KinfluB der Neutralsalze auf 
die Léslchkeit der Globuline bekannt. Darin stimmt man 
iiberein, daB die in Neutralsalzlésungen gelésten Globuline Ver- 
bindungen sind zwischen den Ejiweifstoffen und beiden lIonen 
des betrefienden Salzes.') Die Struktur der Verbindungen ist 
aber véllig unbekannt. Man kénnte denken, da’ die Globuline 
als Ampholyte von der vereinfachten Formel 


H,N—R—COOH 
mit dem Salz Verbindungen vom 'l'ypus 
HCl: H,N—R—COONa 


bilden. Kine solche Konstitution der Salzglobuline soll aber 
nach Hardy’) unwahrscheinlich sein. Mit Hinweis auf analoge 
Verhiltnisse bei einfachen Aminosiuren macht er geltend, dab 
die Globuline dank NH,- und COOH-Gruppen mit Neutral- 


1) Vgl. z. B. Osborne u. Harris, Am. Jl. of Physiol. Bd. 14, 
S. 151 und zwar 8. 170 (1905); Mellanby, Jl. ot Physiol. Bd. 33, 8. 338 
(1905/06). 

*) Hardy, Jl. of Physiol. Bd. 33, 8.251 und zwar S$, 236--337 
(1905/08). 
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salzen kombinieren, wobei sich diese entweder an die un- 
cesittigten Valenzen des Stickstofis oder an die des als vier- 
wertig wirkenden, doppelt gebundenen Sauerstoffes der Carb- 
oxylgruppe anlagern. Da Verbindungen mit vierwertigem Sauer- 
stoff wenig stabil sind, nimmt Hardy an, daB sich beide 
Neutralsalzionen an den Stickstoff anlagern. Hierzu mub be- 
merkt werden, daB mit Hinblick auf die recht gut geklirten 
Verhiiltnisse bei einfachen Aminosiuren, die normale Salz- 
bildung an NH,- und COOQH-Gruppen wohl wahrschein- 
licher ist. 

Ob eine solche Erklarung auch fiir die Salzverbindungen 
der tierischen Amylasen giiltig sein kann, ist gegenwiirtig un- 
moglich zu sagen. Ks ist natiirlich sehr wohl denkbar, daB an 
NH,- und COOH-Gruppen des Enzyms eine solche Anlagerung 
stattfindet und daB sie die oben angenommene Anderung der 
elektrochemischen Konstanten herbeifiihren kann. Um mehr 
,kolloidchemisch* zu sprechen, kénnte man denken, dab die 
Salze durch Anderung des Dispersitiitsgrades des Enzyms 
dessen Wirksamkeit beeinflussen kann. Es scheint mir aber, 
als ware es hier besser, von Verbindungen mit verschiedenen 
Kigenschaften zu sprechen als anzunehmen, dab wir mit einem 
Stofie zu tun haben, der in wechselnden Graden von Dis- 
persitiit auftritt, dies besonders wenn man bedenkt, wie 
wenig sich der an sich schwebende Begriff der Dispersitit 
in der Lehre von den EKnzymwirkungen als niitzlich er- 
wiesen hat. 

Gzegen die ganze ,,Globulintheorie“ spricht indessen, dab 
sie gar nichts tiber die verschiedene Wirkung der einzelnen 
Nalze aussagt. Vielmehr sind gegeniiber den Globulinen eigent- 
lich nur die Wertigkeit der Jonen von Bedeutung. Nach 
Mellanby sind alle einwertigen Ionen, positiven und negativen, 
cleich wirksam, und die Wirksamkeit von Ionen von ver- 
schiedener Wertigkeit ist dem Quadrat der Wertigkeit pro- 
portional. 

Bei der Speichelamylase habe ich dagegen gefunden, dab 
die héherwertigen Jonen Sulfat und Phosphat vollkommen 
unwirksam sind, und dab zwischen einwertigen lonen wie 
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Chlorid und Nitrat die gréBten Verschiedenheiten bestehen 
kénnen. 


Ich will hier auf eine andere Art von Neutralsalzverbin- 
dungen die Aufmerksamkeit lenken. Es handelt sich dabei um 
Stoffe, denen eine physiologische Wirkung sicher zukommt: 
nimlich die von Willstaitter untersuchten Farbstoffe gewisser 
Blumen. Willstatter und Everest?) fanden, daB das Cyanin, 
der Farbstoff der Kornblume, und dessen zuckerfreies Spalt- 
produkt Cyanidin, nur als Verbindungen mit vierwertigem, 
chinoid gebundenem Sauerstoff existenzfihig sind. 

Das freie Cyanin ist ein inneres Salz der Oxoniumbase. 
Mit Siuren und Basen gibt es gewéhnliche Salze. Interessant 
ist nun, daB ein auffallender EKinfluB von gewissen Salzen 
(NaCl und NaNO.) auf die Stabilitét des Farbstoffes, zur 
Annehme von Verbindungen mit Neutralsalzen fihrt. Man 
erinnert sich hier, daf NaCl die Stabilitaét der tierischen 
Amylasen stark erhéht.*) Kin niherer Vergleich zwischen den 
Wirkungen der Neutralsalze auf Amylase und Anthocyane 
kann natiirlich nicht in Frage kommen; ich will nur darauf 
hinweisen, dab bei diesen wie bei der Amylase die ver- 
schiedenen einwertigen Neutralsalzionen eine ganz verschiedene 
Wirkung haben. 


3. 
Verbindungen der Speichelamylase mit inaktivierenden Stoffen. 


1. Die Speichelamylase als Base. 


Um meine Annahme von dem amphoteren Charakter der 
Speichelamylase zu priifen, habe ich Inaktivierungsversuche 
mit einigen Reagenzien ausgefihrt. Um die Anwesenheit 
basischer Gruppen zu zeigen, wurden dieselben Reagenzien 
wie bei der Saccharase gepriift, Pikrinsiure und Phosphor- 
wolframsiiure. Dazu kam auch Tannin. Um allen p,,-Ver- 
schiebungen zu entgehen, wurden bis p,, = 6 neutralisierte 





1) Willstitter u. Everest, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 401, 


S. 189 (1913/14). 
*) Ernstrém, Diese Zs. Bd. 119, S. 190 (1922). 
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Lisungen der hemmenden Stoffe angewandt, und die Aciditiit 
in den Versuchslésungen kontrolliert. 


Versuch 39. 
Inaktivierung durch Phosphorwolframsiiure. 40 mg zu jeder Probe. 
1°/, Stirke. 0,03 mol. Phosphatpuffer. 0,02 n-NaCl. Enzym Sf = 50. 





























Pu t M k-104 he y,- 104 R 
Ohne Phosphorwolframsiiure 

4.85 6 8,3 92 

12 15,5 9] 

20 25.5 98 94 87 
561 6 16,6 195 

12 30,5 207 

20 44,0) 216 206 QI 
6,30 10 31,5 260) 

15 40,3 248 254 100 
6,9 5 17,3 246 

10 31,6 263 

15 40,3 248 252 100 
7,29 6 17,5 207 

12 30,6 209 

2() 42.6 203 206 8] 

Mit Phosphorwolframsiiure 

4,60 6 0,0 — 

12 0,0 ses 

20 0,2 — — 0) 
5,59 6 7,8 85 

12 15,0 88 

20 22,0 82 85 3. 
6,09 6 13,0 148 

12 25,5 164 

20 33,9 144 152 60 
6,60 15 33,6 188 

20 39,5 181 185 13 
6,80 5 16,4 232 

10 28,6 228 

1D 38,0 227 229 89 
7,00 6 20,4 250 

12 35,2 250 

20 45,0 224 241 95 


Die Inaktivierungskurve ist in Fig. 13 nebst der Aktivitiits- 
Unmittelbar ist ersichtlich, dab die Phos- 
phorwolframsiiure bei gewissen Aciditiiten stark inaktiviert, und 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIX, 


kurve ausgezogen. 
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zwar hingt die Inaktivierung so von der Aciditiét ab, wie ich 
friiher bei der Saccharaseinaktivierung mit demselben Gift fand. 
Wie ich dort auseinandergesetzt habe, beweist eine Inakti- 
vierungskurve von obiger Form, daB die Reaktion, die zwischen 
Enzym und Gift eintritt, die Bildung eines schwach dissoziierten 
Salzes der Enzymbase ist. Ks ist iiberfliissig, hier auf Kinzel- 


heiten einzugehen. 


Schon durch sehr viel kleinere Mengen Phosphorwolfram- 
siure kann man eine deutliche Inaktivierung beobachten. 


Beispiel : 


Dieselbe Mischung wie in Versuch 39. 


Versuch 40. 


Pu = 4,80. 
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-hosphorwolfram- 
aang M ketot | hy 10! 
siiure als Na-Salz 4 
a 10 13,0 89 
2() 25,0 96 
30 34,8 100 95 
0,5 20 16,3 57 
33 25,0 D8 
4() 30,3 61 59 
5 25 8,7 23 
50 16,8 24 24 
Ich untersuchte weiter die Wirkung der Pikrinsiure. 
Versuch 41, 
Dasselbe Enzym. 0,15 mol. Phosphat. 0,02 n-NaCl. 
PH | t | M ke 104 | ky | R 
Ohne Pikrat 
4,82 > 0,6 %2 
10 10,8 13 
17 18,0 76 74 29 
5,60 § 14,4 200 
10 26,6 208 204 80 
6,8 5 17,3 246 
10 31,6 263 25D 100 
7.0 im) 16,6 234 
10 29,0 232 238 92 
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Mit 0,01 n-Natriumpikrat 
































Pit f M ke104 a R 
4,86 a 3,0 38 
10 7,2 47 
15 10,8 48 44 17 
OS D | 156 
10 21,5 159 158 62 
6,10 5 13,6 188 
10 26,1 203 
1) 33,9 192 194 73 
7.20 ry $a.5 218 
10 27,2 214 216 RH 
| 
100}_ a, 
~ O 
¥ + 
50 eee: 
v 
X 
ee 
S 
au 
& 














Fig. 13. 


Die Inaktivierungskurve ist in der Fig. 13 gestrichelt. Sie 
verliuft wie die der Phosphorwolframsiure. 

Die Inaktivierung der Chloridamylase durch diese Re- 
agenzien zeigt, daB wir mit der Salzbildung zwischen den Siiuren 
und einer Base zu tun haben. Die Kurven verlaufen, als ob 


der saure Ast der p,,-Kurve des Enzyms die Dissoziationsrest- 
4* 


a 
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kurve der Base sei. Dies ist gerade das Resultat, zu dem ich 
oben durch Studium der Acidititskurven gelangt bin. 

Kinige Versuche iiber die Inaktivierung der Chloridamylase 
durch Tannin seien schlieBlich erwihnt: 











Versuch 42. 
Pu t M k-10* ky -10 
ohne Gift 5 13,8 192 
5 BT | 15 33,6 188 190 
v 
| 10 mg Tannin 13 0 0 
25 0 0 0 
ohne Gift 5 21,2 314 
11 37,7 305 
| 15 44,5 293 804 
6,80 - ; 
10 mg Tannin 5 3,3 42 
11 5,0 29 
20 6,5 21 me 

















Tannin inaktiviert also das Knzym sehr stark und zwar 
mit zunehmender Aciditit stirker. In dem letzten Versuch 
sehen wir auberdem, daB die monomolekularen Konstanten 
stark abfallen. Dies bedeutet, daB die Inaktivierung mit 
Tannin von der Zeit nach dem Mischen abhiingig ist. Diese 
Abhingigkeit, welche bei Pikrinsiure und Phosphorwolfram- 
siure nicht in mefBbarem Grade vorhanden ist, machen die 
aus den Versuchen zu ziehenden Schliisse unsicherer. Da in- 
dessen das Tannin bei Reinigung von Knzymen oft Verwendung 
gefunden hat, und wohl die Fillung als eine Folgeerscheinung 
der Bildung einer Verbindung anzusehen ist, besitzen die Ver- 
suche einiges Interesse. (Verneint soll natiirlich gar nicht 
werden, daf fiir die Fillung eines Enzyms durch Tannin auch 
andere Umstiinde, wie die Anwesenheit gewisser Verunreini- 
gungen, von Bedeutung sein kiénnen.) 

In einigen Versuchen mit Tannin (Vers. 43), besonders in 
saurer Lisung, fallen die k-Werte. Ein Mittel kann deshalb nicht 
genommen werden. Zur approximativen Berechnung der rela- 
tiven Wirksamkeit # ist die Konstante bei ¢ = 10 genommen. 
Die Resultate sind durch Kreuze in der Fig. 13 veranschau- 
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Versuch 43. 
Dieselbe Mischung wie in 42. 
Pu t M k-10* k yy ° 10" R 
ohne Gift 5 13,8 192 
15 33,6 188 190 60 
5,97 1 mg Tannin 10 9,0 60 
20 12,7 44 
2 16,3 36 : (19) 
ohne Gift 7 24,0 260 
12 36,5 266 
17 44.8 262 263 83 
6,10 ™ : 
1 mg Tannin 7 17,2 174 
12 24,6 157 
17 274 127 “os (50) 
ohne Gift 7 28,0 317 
12 40,6 314 
. 17 50,0 320 317 100 
6,43 at ie 
1 mg Tannin 7 21,5 227 
1 31,9 220 
17 35,4 188 — (70) 
ohne Gift 6 17,5 208 
10 27,7 219 
15 15 36,7 215 214 68 
1 mg Tannin 6 17,5 208 
10 27,7 219 214 68 




















licht. Die Tanninkurve verliuft wie die beiden anderen. Auch 
hier ist die ,,Vergiftung* die Bildung eines Salzes der Enzym- 
base. Bei abnehmender Aciditiit wird das Salz immer stirker 
hydrolysiert. 


2. Die Einwirkung von HNO, auf Speichelamylase. 


Da beim Studium der HNO,-Inaktivierung der Saccharase 
einige bemerkenswerte Tatsachen gefunden wurden, habe ich 
auch untersucht, wie sich die Speichelamylase zu diesem ,,Gift* 
verhilt. Ich fand aber bald, daB hier die Verhiltnisse dadurch 
viel ungiinstiger werden, daB bei den Aciditiiten, die zur Frei- 
setzung der salpetrigen Saiure notwendig sind, die Amylase 
sehr instabil ist. Die bei den Versuchen beobachtete Inakti- 
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vierung des Kinzyms beruht teils auf der Einwirkung der 
salpetrigen Siure und teils auf der Zerstérung durch die hohe 
Aciditét. (In diesen Versuchen wurde die Maltose nach 
Bertrand bestimmt.) 


Versuch 44. Sf= 117. 


Versuch a) 1cem Enzym ohne Vorbchandlung, 
a b) 1ecem Enzym, 
1 eem n-Essigsiure, 
2 cem Wasser, 
“ ec) 1lecem Enzym, 
1 cem n-Kssigsiure, 
2cem Wasser + 50 mg KNO,,. 
Vorbehandlung bei 20° 15 Minuten. Danach wurde die 
Kssigsiiure annihernd neutralisiert und Verzuckerungsversuche 


bei optimaler Aciditét angestellt. 2°/, Starke. 





Versuch t M k-104 k yy 10* 
a 15 47,1 120 
30 18,2 118 119 
b 15 35,7 85 
30 61,2 83 $4 
c 15 19.5 43 
30 37,4 45 44 














Die Inaktivierung ist schwicher als die der Saccharase. 
Von 5 mg KNO, wurde unter denselben Bedingungen kaum 
eine Inaktivierung hervorgerufen. In einer zweiten Versuchs- 
reihe wurde festgestellt, daB das Substrat (2°/, Starke wihrend 
der Vorbehandlung) eine Schutzwirkung ausiibte, die aber sehr 
klein war. Denkbar ist, daB auch hier die Affinitét des En- 
zyms zum Substrat, wenn sie durch Aminogruppen vermittelt 
wird, bei steigender Aciditit abnimmt, und daB also bei der 
in Frage kommenden relativ hohen Aciditaét die Bindung des 
Substrats sehr klein ist. 

Die Anwesenheit von gewissen Neutralsalzen bei der Vor- 
behandlung der Speichelamylase mit salpetriger Séure hat einen 
groBen KinfluB auf die GréBe der Inaktivierung. 
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Versuch 45. 
Dieselbe Methode wie in Versuch 44. 
Versuch a = 44¢. 
7 b teem Enzym, 
1 cem n-Essigsiiure, 
lL cem Wasser + 50 mg KNO,, 
| eem n-NaCl-Lésung, 
a « = Versuch b, aber n-KCl anstatt NaCl, 








d= m b, aber n-NaNO, anstatt NaCl, 
e= a b, aber n-KF anstatt NaCl. 
Versuch t M ir+ 104 ky, +105 
a 20 30,0 52 
45 58,0 52 
150 121,0 58 4 
b 20 Dd 8 
45 9 7 
150 LU (6) 
ty 30 7 rt 
65 12 6 (7) 
d 30 a » 
65 . 4 (5) 
r 16 23,8 51 
40 52,7 51 
65 69,0 60 4 














Wihrend also KF voéllig unwirksam ist, verursachen dic 
anderen untersuchten Salze eine viel schnellere Zerstérung 
durch HNO,. Dies hangt unzweifelhaft damit zusammen, dah 
die Chloride und Nitrate mit der Amylase Verbindungen geben, 
wihrend Fluoride in dieser Hinsicht wirkungslos sind -{vegl. 
oben). Zur Beantwortung der Frage, wie es kommt, dal die 
Neutralsalzverbindungen gegen HNO, (oder gegen die zer- 
stérende Wirkung der sauren Reaktion) empfindlicher sind als 
das freie Enzym, reicht das Versuchsmaterial nicht aus. Be- 
merkenswert ist, dab wenigstens die Chloridamylase gegeniiber 
Hrhitzung viel stabiler ist als das freie Enzym (Ernstrém”. 


3. Die Chloridamylase als Siure. 
In der vorausgehenden Arbeit iiber die Saccharase habe 
ich zeigen kénnen, daB die (modifizierte) Theorie der Saccharase- 


ee cerca ee 


1) Ernstr6éim, Diese Zs. Bd. 119, S. 190 (1922). 
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wirkung von Michaelis als Leitfaden fiir die Erklirung einer 
groBen Zahl von ,,Vergiftungsreaktionen* dienen kann, und 
umgekehrt, dab die Vergiftungsversuche jene Theorie in hohem 
Grade stiitzen. Speziell konnten die ,,Metallvergiftungen“ als 
Bildungen von Metallsalzen der schwachen Saccharasesiiure 
erklirt werden. Es war also naheliegend, auch hier zu ver- 
suchen, die auf Grund der von Michaelis und Pechstein 
gemachten Annahme entwickelten Anschauungen iiber die 
Siurenatur der Amylase in derselben Weise zu priifen. Dic 
Metallinaktivierung der Chloramylase wurde deshalb untersucht. 


Versuch 46. Enzym Sf= 117. 0,08 n-Acetatpuffer. p,,; = 6,8; 0,02 n- 
NaCl. Schwermetallsalze zu 0,002 n-Lésung zugesetzt. (Im allgemeinen 
Sulfate, um die Wirkung des negativen Ions auszuschalten.) 




















Metallsalz f M iee1O* | Ay 104 R 

— 10 19,8 1538 
15 26,8 140 147 100 
15 itil we in 0 

HgCl, 10 ~ oe 
1D sia ve mee 0 

PhAc, 10 14,5 101 
15 19,8 97 99 67 

CoSO, 10 14,4 100 
15 19.3 93 97 65 

NisO, 10 10,1 68 
15 14,3 66 67 47 

Manso, 10 15,6 110 
1) 20,2 100 105 a1 

dso, 10 11,1 15 
15 16,1 15 15 51 


Sehr stark inaktivieren also Kupfer und Quecksilber. Von 
den anderen untersuchten Metallen sind Nickel und Cadmium 
die wirksamsten. EKinige Metalle wurden niher bei ver- 
schiedener Aciditit untersucht. 


A. Chloridamylase und Kupfer. 
In allen Versuchen: Enzym Sf = 117; 0,08 n-Acetatpuffer 
0,02 n-NaCl. 
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Versuch 47. Ohne Kupfer. 























Pu t M I: 10! yg * 10° R 
4,80 10 6,1 40 
15 9,3 40 40 24 
0,44 6 7,8 85 
15 19,0 91 838 53 
5,99 6 12,0 137 
15 28,0 147 142 86 
6,63 6 14,6 170 
15 30,0 162 166 100 
6,90 6 14,2 163 
15 30,0 162 163 98 
7,80 6 10,4 117 
14 21,8 114 116 70 
9,02 D 2,3 as 
11 5,1 30 29 17 
Versuch 48, 2-107~°n-CuSQ,. 
6,06 ; 10,6 142 
Lt 20,1 135 139 84 
6,70 5 8.4 112 
11 16,9 1u9 111 67 
7,50 6 4,5 45 
10 7,5 50 48 29 
Versuch 49. 2+107-° n-Cus0O,. 
5,30 7 8,1 16 
15 16,6 79 78 17 
5,82 7 10,6 114 
Ld 21,2 105 L10 66 
6,23 7 9,2 87 
15 19,0 91 59 54 
6,63 7 1,4 70 
15 13, 60 65 39 ) 
Versuch 50. 5-107°n-CuSQ,. 
5,94 7 7,8 73 
LS 15,5 74 74 45 
5,89 7 9,7 93 
15 19.0 91 92 0 i 
| 
6,40 7 6,9 64 | 
15 12,7 65 65 39 
6,65 7 3,5 31 | 
lo j 7,0 3 Jl J] 
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Versuch 51. 107*n-CuSQ,. 























Pu t M I:2104 ky * 10! R 
5,34 10 9,8 66 
20 17,9 64 65 39 
0,88 10 9.5 63 
- 17,6 3 63 38 
lo 9,1 40 40) O4 
- 6,0 * 21 13 
{Ul —— a om, i ee Cee 
/H K 
/ 2 
i, 


Aktivitat 


“a 


Relatii e 














Fig. 14. 


Inaktivierungskurven in der Fig. 14. Die Kurven ver- 
laufen wie bei der Saccharase parallel mit dem absteigenden 
Ast der Acidititskurve. Wie dort ausfiihrlich gezeigt wurde, wird 
dies durch die Annahme erkliart, da8 das Knzym, das durch eine 
saure Gruppe den absteigenden Ast der p,-Kurve bestimmt, 
ein Metallsalz bildet. Die Formeln (Bd. 158, 8. 181) gelten auch 
fir Chloridamylase und Kupfer, und wie dort findet man fiir eine 
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segebene, nicht zu kleine Metallionenkonzentration dic relative 


Aktivitat 


- 
iH 

wo C eine Konstante und A, die saure Dissoziationskonstante 
des Enzyms (und der Substratverbindung) bedeuten. Aus 
dieser Formel folgt, daS die Salzbildungskurven so verlaufen, 
wie die gestrichelte Kurve in Fig. 14. Aus solchen Salz- 
bildungskurven und dem ansteigenden Ast der Aciditiitskurve 
setzen sich die Inaktivierungskurven zusammen. 

Obgleich die Kupferkurven vollkommen den theoretisch 
zu erwartenden Verlauf zeigen, habe ich nicht unterlassen, die 
Reversibilitat der Inaktivierung zu untersuchen. Ist die ,,Ver- 
giftung eine Salzbildung, so muB sie natiirlich reversibel sein. 

Zu jedem Versuch wurde 1 ccm Enzymlésung (8 f = 117) 
mit 1 ccm Acetatpuffer (p, = 6,7) und so viel Kupfersulfat 
gemischt, daf die Cu-Konzentration 10~* wurde. Nach fiinf 
Minuten bei 20° wurden die Aktivititen ohne und mit Re- 
generationsmitteln untersucht. 


Lp @ 


Versuch a: Kein Kupfer, 
‘a b: 0,01 n-Kupfer, Acetatpuffer, 
eS c: 0,01 n-Kupfer, 0,03 mol. Phosphatputler, 
- d: 0,01 n-Cu, Acetatpuffer, 0,1 ¢ Glykokoll, 
‘i e: 0,01 n-Cu, Acetatpuffer, 50 mg K,FeCyg, 

















Versuch t M s+ 104 R 

“ 10 17,0 121 
20 27,0 106 100 

b 10 — — 
20 — v 

¢ 10 5,6 57 
20 17,4 62 53 

d 10 10,6 él 
20 19,6 71 62 

e 10 15,1 106 
20 27,2 107 95 


Schon der Phosphatpuffer bedingt eine betrichtliche Re- 
generation. Noch stirker wird sie durch Glykokoll, bei- 
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nahe vollstindig durch Ferrocyankalium. Durch die Unter- 
suchung von U. Olsson ist es auBerdem bekannt, daB die 
vergifteten Amylasen unter Umstiinden recht schnell zerstort 
werden kénnen. Die Regeneration durch K,FeCy, kann deshalb 
ohne Zweifel als vollstindig angesehen werden. 


B. Chloridamylase und Quecksilber. 
In simtlichen Versuchen 0,03 mol. Phosphatpuffer, 0,02 n- 
NaCl. Enzym: Sf= 117. Zuerst eine Versuchsreihe mit ver- 
schiedenen Mengen Metallsalz. 


Versuch 52. 





Normalitit 





2104 = oe D 
wins 5 11,9 162 
10 21,4 158 160 100 
107° 5 10,9 147 
10 19,9 145 146 91 
2.1079 5 8,6 114 
16 24,0 113 114 71 
401075 5 6,6 86 
16 18,0 81 84 D3 
6-107° 5 4,9 63 
16 13,6 59 61 38 
1074 7 4,2 39 
15 8,2 36 38 24 
2-10 * 8 1,2 9 
16 2,4 9 9 6 
301074 8 0,6 5 
16 1,2 5 5 3 
6-1074 8 0 0 
16 0 0 0 0 

















Die Aktivitit nimmt mit steigender Quecksilbermenge ab. 
Die GréBen sind jedoch nicht umgekehrt proportional, d. h. die 
Bindung Hg-Amylase ist eine dissoziierende. 

Weiter wurde die Abhangigkeit der Hg-Inaktivierung von 
der Aciditiit untersucht. Die Aktivitiit ohne Quecksilberzusatz 
findet man aus Versuch 47. 
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Versuch 53. 


4-107° n-HgCl,. 











Pir 


5,9 


6,10 


6,96 




















Versuch 54. 


Versuch 55. 


k-104 








Ivy ° 10! 


118 


129 


10-‘ n-HeCl,. 








49 


3-10~* n-HgCl,. 
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Versuch 56. 6-107*n-HgCl,. 
































Pu t M k+10* ky, ° 10 R 
5,58 5 3,9 50 
13 8,6 44 47 29 
4.80 5 eg 34 
12 5,9 32 88 24 
aaa soni) 
100}. 
- | 
* 
50 
v 
i 
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Die Kurven in Fig.15 zeigen, daB die Quecksilberinakti- 
vierung der Chloridamylase auch als eine Salzbildung der Amy- 
lasesiiure gedeutet werden kann. Die Ubereinstimmung mit 
den zu erwartenden Kurven ist tiberraschend gut, und die Queck- 
silberinaktivierung ist ein neuer Beweis dafiir, daB die Deutung 
der p,,-Kurven der untersuchten Carbohydrasen als Dissoziations- 
restkurven von Ampholyten richtig ist. Damit ist nicht gesagt, 
daB die Theorie, besonders bei der Amylase, fertig ausgearbeitet 
ist. Vielmehr muB natiirlich auch hier in kommenden Ver- 
suchen der Kinflu8 des Substrates usw. beriicksichtigt werden. 


ee 
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C. Chloridamylase und Cadmium. 
Cadmium inaktiviert nach Versuch 46 einigermaBen stark, 
Kinige Versuche iiber die Inaktivierung durch 0,01 n-Cadmium- 
sulfat bei verschiedenen Aciditiiten seien angefihrt. 


Versuch 57. 0,08 n-Acetatpuffer, 0,02 n-NaCl. 





Pu t M ];-104 Ie yp 104 R 


4,99 7 6,7 62 
15 12,2 55 59 56 
5,50 7 7,9 74 
15 15,7 73 74 15 
5,99 7 1,3 69 
15 14,7 68 69 42 
6,60 5 3,2 40) 
10 5,2 34 37 22 
7,65 D -— = 
10 — -- — 
ohne Cd 6 14,6 170 166 100 
15 80,0 162 

















Kreuze in Fig. 15. Die Abhangigkeit von der Aciditiit 
ist dieselbe wie bei Hg und Cu. 


Die Inaktivierungen der Chloridamylase durch Metallsalze 
stiitzen also die friiher gemachte Annahme, da8 die p,-Kurve 
die Dissoziationsrestkurve eines Ampholyten ist. Ich habe oben 
versucht, die verschiedenen p,,-Kurven und Aktivitiiten der 
anderen Salzamylasen und der salzfreien Amylase in derselben 
Weise zu erklaren, und zwar wurde zur Erklirung der kleineren 
miaximalen Aktivitit angenommen, daf sie solche Basen- bzw. 
Sauredissoziationskonstanten haben, daB im Punkte minimaler 
Dissoziation nur ein Bruchteil der totalen EKnzymmenge un- 
dissozilert ist. Habe ich zeigen kénnen, da8 die Metallinakti- 
vierungen der Chloridamylase als Salzbildungen beschrieben 
werden kénnen, so miissen entsprechende Versuche, z.b. an 
der salzfreien Amylase, beweisen kénnen, ob meine Erkliirung 
ihrer Aktivitiitskurve richtig ist. Machen wir folgende Uber- 
legung: 


accent me 











64 Karl Myrbick, 


In Fig. 16 ist I die Aktivitiitskurve der Chloridamylase, 
die nach dem Obigen aus den Kurven II und III zusammen- 
gesetzt sind. Kurve IV ist die aus V und VI zusammengesetzte 
Aciditiitskurve der salzfreien Amylase. Setzen wir zur Chlorid- 
amylase ein Metallsalz, so erhalten wir die von der Metall- 
menge und der Dissoziationskonstante des Enzym-Metallsalzes 
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Fig. 16. 


abhingige Salzbildungskurve VII. Aus I und VII setzt sich 
dann die Inaktivierungskurve VIII zusammen. Im alkalischen 
Gebiete findet man also eine Inaktivierung, deren absolute 
GréBe beinahe konstant ist. In saurer Lésung dagegen wird 
die Inaktivierung mit steigender Aciditiit bald unmeBbar klein. 

Machen wir dasselbe Experiment mit der salzfreien Amy- 
lase, so erhalten wir z. B. die Salzbildungskurve IX. Die Inakti- 
vierungskurve X entsteht durch Superposition der Kurven IV 
und IX, Die Kurve X verliuft gar nicht mit dem absteigen- 
den Ast der p,-Kurve IV parallel. Ist meine Dentung der 
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Kurve IV richtig, so miissen wir mit Metailen Inaktivierungs- 
kurven von der Form X bekommen, d.h. im ganzen in Frage 
kommenden Aciditiitsgebiet tritt eine Inaktivierung ein, die 
zwar gegen die alkalische Seite zunimmt, aber auch im sauren 
Gebiete betrichtlich ist. 


4. Die salztreie Amylase als Siiure. 


A. Kupferinaktivierung. 
In allen Versuchen 0,08 n-Acetatpuffer. 


Versuch 58. Ohne Kupfer. 
(Die maximale Aktivitiit unter NaCl-Zusatz ist /=166-1074. Vel. 
Versuch 57.) 














a Pee , 
Pu t mas | i:-10* ky: 104 R 
‘ 
4,91 15 7,2 31 
50 21,0 $1 $1 19 
5,54 10 9,2 61 
25 20,0 58 60 36 
5,99 10 10,5 70 
| a 77 74 44 
680 | 10 71 47 
| ma | Me 49 48 | 28 








Versuch 59. 1074 n-CuSQ,. 

















4.91 | 10 40 | 25 
25 } 10.0 27 26 16 
j 
5.54 10 6,7 44 
25 15,0 42 43 26 
5,99 10 6,1 40 
25 14,0 | 39 40 o4 


Versuch 60. 2-107~* n-CuSQ,. 

















4 j - > 

491 | 15 46 | 19 

50 142 | 20 200 12 
5,50 15 90 | 40 

50 240 | 36 38 | 8 
5,97 15 7,4 32 

50 20,9 31 32 19 

q 

6,20 i | 58 25 | 

50 | 17,3 25 i 25 15 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLIX. D 
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Versuch 61. 4-107 4 n-CuSQ,. 





















































Pr t M +10? ky 10° R 
4,90 25 5,8 ft =. | 
50 11,2 1d 15 9 
5.59 95 9,7 26 
80 18,6 26 Zo 16 
6,01 25 7,3 19 
D0 14,7 20 20 12 
6,80 25 1,4 5 
50 2.7 = - 3 
“40 
| | 
i i 
106 -—— Pees Se 
1 \ 
oa i 
! 
d \ 
S s 
~< \ 
< Bd | 
v % 
3 | 
3 | \ | 
ce | . | | 
Co — _ | 














Die Inaktivierungskurven sind ausgezogen in Fig.17. Die 
Tatsache, daB die Kurven in ihrer Form von den entsprechen- 
den bei der Chloridamylase stark abweichen, ist bemerkens- 
wert. Von Bedeutung ist noch mehr der Umstand, daB sie 
genau so verlaufen, wie ich oben aus meiner Hypothese iiber 
die Aktivitiitskurven abgeleitet habe. So ist z. B. die unterste 
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ausgezogene Kurve zweifelsohne aus der p,,-Kurve der unver- 
gifteten Amylase (1) und der Salzbildungskurve (II) zusammen- 
dies als eine sehr starke Stiitze fiir 


cesetzt. 


Ich betrachte 
die Theorie der Aktivitatskurven. 


B. Quecksilbervergiftung. 


Versuch 62. 


10—° n-HgCl,. 


(Die Aktivitiit ohne Quecksilber findet man in Versuch 58.) 




















Pu | t M k+ 104 ky, 104 Re 
D.06 8 6,2 D1 
17 11,8 47 49 29 
6,08 8 7,2 59 
17 13,6 D5 a7 34 
6.95 8 3, 24 
17 6,9 25 25 15 
7,6 17 — — --- 
Versuch 63. 2-107~° n-Hg(Cl,. 
4,90 5 2.2 28 
10 4,4 28 28 17 
58 8 5.6 45 
16 9.8 41 43 26 
t 
6,10 8 4,0 31 
16 7,8 32 39 19 
6,96 s 0,9 6 
16 1,9 7 7 4 
Versuch 64. 3-107 5 n-HCl, 
4.90 | 5 i,6 20 
10 3.3 21 21 13 
559 5 2,2 28 | 
| 10 4,0 25 
20 7,8 25 26 16 
6,10 a 1,5 19 
10 3,0 19 
20 5,8 19 19 11 











Die Versuchsreihen sind in der Fig.17 durch Kreuze und 
vestrichelte Kurven veranschaulicht. Die Inaktivierung ver- 


lauft genau so, wie die durch Kupfer verursachte. 
Die durch eine gewisse Quecksilbermenge bewirkte In- 
aktivierung der salzfreien Amylase ist betrichtlich gréBer als 


die der Chloridamylase. Obgleich es sicher ist, daB das NaCl 
5* 
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auf HgCl, so einwirkt, daB die Konzentration des giftigen 
Stoffes (Hg-Ionen) vermindert wird, kann die Ursache auch i 
dem Enzym liegen. Wir haben ja tatsichlich in der Chlorid- 
amylase einen anderen Stoff mit anderen elektrochemischen 
Konstanten als die salzfreie Amylase. 

Die Inaktivierung der Speichelamylase durch Silber kann 
natiirlich nicht mit Chloridamylase untersucht werden, woh! 
aber mit salzfreiem Enzym und Acetatpuffer. 


C. Silberinaktivierung. 


Versuch 65, 0,08 n-Acetatpufier. p ;, =6,00. 
(Maximale Geschwindigkeit unter NaCl-Zusatz ist / = 166-107 *.) 











PEP OTE SF SFP II I 











[Ag] | f M Ie104 Icy, + 108 R 
4 
~ 10 10,5 : 70 
25) 25,0 [7 14 45 
2.1074 10 5,1 33 
20) 10,1 34 34 2 
3.1074 10 27 17 
20 50 16 17 10 
4-1074 10 (0,4) wi 
20 (0,7) | — (2) 





FKolgende Versuchsreihe zeigt den EKinfiuB der Aciditiit 
auf die Silberinaktivierung. Aktivitiét ohne Gift in Versuch 5s. 


Versuch 66, 10~* n-AgNQ,. 
(Die Nitrationen spielen in dieser Verdiinnung selbstverstiindlich keine Rolle. 











3,5 
9,5 


(Dreiecke in Fig. 17.) 
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o SchlieBlich wurde in ein paar Versuchsreihen die Metall- 
; salzvergiftung der Nitratamylase untersucht. Ist meine Theorie 
A fir die Aciditatskurven richtig, so miissen wir bei der Nitrat- 
. amylase Inaktivierungskurven finden von derselben Form wie 
bei der salzfreien Amylase. 
1D 
hi! 5. Die Nitratamylase als Saure. 
In folgenden Versuchen 0,03 mol.-Phosphatpuffer und 0,1 n- 
NaNO,. Enzym: Sf = 117. 
Versuch 67. 
oe Dx t M k10 kx, * 104 R } 
—_ — ————— — — — cn = —————— — 2 
30 17,2 4} 40 4 
6,96 15 14,0 65 
30 26,0 67 66 40 
7,20 15 14,2 66 
30 25,7 65 66 40 
7,96 15 7,8 34 
30 15,0 34 34 20 
i 3,40 15 3,8 16 
iit | = 80 7,5 16 16 10 
Te 
Versuch 68. 4-10~°® HgCl,. 
6,00 15 59 26 
* 30 11,6 26 26 16 
= 6,70 |} 45 11,2 51 
| 8 19,9 48 50 30 
6,90 15 11,2 51 ! 
30 20,5 50 51 31 
7,19 15 8,7 39 | 
30 17,0 40 40 24 
§,12 15 2,9 12 
30. | 5.6 12 12 7 

















Die Quecksilberinaktivierung verliuft hier wie beim salz- i 4 
‘relen Enzym, d.h. eine gegebene Menge Hg” inaktiviert bei 
allen Aciditiiten, doch stiirker gegen die alkalische Seite. Dies 
ist eine neue Stiitze fiir die Richtigkeit der Theorie der Salz- 
wirkungen auf Speichelamylase. 
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4. 


Die Pankreasamylase und einige Verbindungen derselben. 


1. Enzympraparate. 


Beziiglich der Herstellung der Enzympriparate kann ich 
mich sehr kurz fassen und weise auf die grundlegende Arbeit 
von Willstaitter, Waldschmidt-Leitz und Hesse hin.’ 
Die rohen Enzymlésungen waren Wasserextrakte aus Trocken- 
pankreas vom Schwein. (Nach Willstatters Methode her- 
gestellt ven Kand. I. Lindstaihl.) Die Extrakte enthielten recht 
wenig Lipase, welche durch eine Behandlung mit wenig Tonerde 
beseitigt werden konnte.') Die Hauptmenge der Amylase wurde 
dann durch eine gréBere Menge Tonerde sorbiert. Ein Teil 
der T'ryptase wird dabei auch sorbiert. Bei der Elution mit 
Na,HPO, bekommt man eine Amylaselésung, die ein wenig 
Tryptase enthalt. Fiir meine Versuche kam es auf enzy- 
matische Einheitlichkeit in dieser Hinsicht nicht an. Durel: 
Dialyse wurde dann das Phosphat beseitigt. 


2. Die salzfreie Pankreasamylase. 


Wie ich frither zeigen konnte, verliert die Speichelamylase 
entgegen den in der Literatur vorkommenden Angaben, ihre 
Aktivitiit durch Dialyse nicht vollstiindig. Es lag nun nahe 
zu untersuchen, wie sich die Pankreasamylase dabei verhiilt, 
die auch nach ilteren Arbeiten inaktiviert werden soll. Kine 
rohe Enzymlésung wurde in der oben beschriebenen Weise 
gereinigt, und dann die Elution gegen hiufig gewechseltes, 
chlorfreies Wasser dialysiert. Vorversuche zeigten, daB auch 
hier das Optimum der durch NaCl maximal aktivierten Amylase 
bei p,, = 6,8 lag. (Zu demselben Ergebnis sind auch Will- 
stitter, Waldschmidt-Leitz und Hesse, sowie Sherman, 





1) Willstitter, Waldschmidt-Leitz u. Hesse, Diese Zs. Bd.126, 
S. 143 (1923). 
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Thomas und Baldwin!) gekommen.) Bei der Dialyse ver- 
schiebt sich das Optimum auch hier gegen die saure Seite, 
um fiir das salzfreie Enzym bei etwa 6,1 zu liegen. In dieser 
Hinsicht, wie in manchen anderen (vgl. unten), verhalten sich 
die Pankreasamylase und die Speichelamylase ganz gleich. Um 
den KinfluB der Dialyse kennenzulernen, verglich ich also 
die Aktivitat ohne NaCl bei p,, = 6,1 und die mit 0,02 n-NaCl 
bei p,, = 6,8. Zu diesen Versuchen wurde doppelt destilliertes 
Wasser und wihrend 8 Tagen dialysierte Starkelésung ver- 
wendet. Puffer war Sérensens Phosphat in 0,03 mol. Lisung. 


Versuch 69. 




















Dialyse- 
zeit t M +10 hyp 10° R 
Stunden 
Pu = 6.10 4 7,8 125 
, 10 5, 129 127 58 | 
" Pir = 6,80 4 | 182 | 225 | 
0,02 n-NaCl 10 27,8 220 223 100 
Diz = 6,10 - 5,9 48 
i 16 | 13,0 52 50 40) 
‘ 
Pu = 6,8 8 14,1 125 
0,02 n-NaCl 16 25,6 124 125 L100 
Pu = 6,10 60 4.9 ME 
120 9,8 5.5 5,4 4] 
20 | 
Pu = 6,80 60 | 11,2 12,7 | 
0,02 n-NaCl 120 21,5 13,3 13,0 100 





Obgleich also die Dialyse so weit getrieben wurde, daf 
eine sehr starke Zerstérung des Enzyms eingetreten war, sinkt 
die Aktivitaét der salzfreien Pankreasamylase nicht unter den 
Wert 40°/, von der Aktivitit der durch NaCl maximal akti- 
vierten (beide Aktivititen bei ihren optimalen Acidititen ge- 
messen). Mehrere ihnliche Versuchsreihen ergaben dasselbde 
Resultat. Auch in dieser Hinsicht verhalten sich also Pankreas- 
amylase und Speichelamylase ganz gleich. 


1) Sherman, Thomas u. Baldwin, J). Am. Chem. Soe. Bd. 41, 
S. 281 (1919). 
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3. Die p,-Kurve der Chloridamylase. 


Versuch 70. 
0,03 mol. Phosphatpuffer. 0,02 n-NaCl. 1°/, Stiirke. Enzym: S/ = 40. 






































Pu t M j:+ 104 Ieyy 108 R 
5,55 3 10,1 227 
6 19,2 232 
10 27,9 221 227 63 
6,12 3 14,2 330 
6 24,2 340 
10 30,1 243 338 94 
6,75 3 15,4 360 
6 27,4 360 360 100 
6.96 3 15,2 350 
6 27,3 356 353 96 
8,06 3 9,1 200 
6 18,0 215 
10 26,4 206 207 58 
~_S 
100}. 
} 
{ 
| 
D| 
j- s 
= 
= 
i 
| 
© 
= 
8 
& 
x 
t 

















Fig. 18. 


In der Fig. 18 habe ich die obigen Zahlen durch Ringe 
angegeben. Die ausgezogene Kurve ist die Aktivitits-p,-Kurve 
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der Speichelamylase. Die beiden Enzyme haben also, wenn 
sie durch NaCl maximal aktiviert sind, dieselbe Acidititskurve. 


4. Die Nitratamylase. 
Versuch 71. 
Dieselbe Enzymlésung. 0,03 mol. Phosphatpuffer. 0,1 n-NaNO,. 




















Pr t M k-104 ky -104 R 
7 
3,90 ») 9.6 2 
11 18,7 122 125 25 
6,79 4) 14,4 200 
11 25,9 182 } 191 8 
(,18 9 15,2 212 
11 27,8 200 206 4] 
i 
8,10 } 5) 9,6 128 
11 18,8 124 126 25 
Mit 0,02 n-NaCl 
Py = 6,7 4,5 28,5 511 
9 45,6 504 508 100 


Die Versuche sind in der Fig. 18 mit Vierecken be- 
zeichnet. Sie fallen gut mit der entsprechenden Kurve fiir 
Speichelamylase (der ausgezogenen Kurve) zusammen. Ich unter- 
suchte jetzt, ob die in 0,1 n-NaNO, gefundene Aktivitit wirk- 
lich die der Nitratamylase ist und nicht etwa in 0,2 n-Salz- 
lésung eine andere ist. 


Versuch 72. 


Py = 6,9. 0,03 mol. Phosphat. 

















Norma litit ; 
ae ae t M +104 ke, -104 
von NaN O, | M 
; j 
0.1 6 27,7 362 
10 40.0 368 365 
0.2 6 27,6 365 
10 39,8 365 365 


Die gefundene relative Aktivitit ist also die der Pankreas- 
nitratamylase, und ist gleich gro® wie die der Speichelnitrat- 
amylase. 
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oe gn ee ine Oran ee ee aad 


oe eee 





74 Karl Myrbick, 


5. Die Chloratverbindung der Pankreasamylase. 


Versuch 73. 
Dieselbe Enzymlésung. 0,03 mol. Phosphatpuffer. 0,1 n-KCIO,. 





Pu t M k-10+ ky, ° 10* R 
6,00 D D,¢ 74 

17 16,5 69 [2 i 18 
6,77 4) 11,0 143 

17 29.0 138 143 39 
7,20 D 12,2 166 

17 33,0 163 165 4} 
8,30 D 5,0 64 

17 15,0 62 63 16 

Mit 0,02 n-NaCl 
5,9 27,4 398 406 100 

















Die Versuche sind in der Fig.18 mit Dreiecken bezeichnet. 
Ks ist also festgestellt worden, daB die Aktivitiiten der Nitrat- 
und Chloratamylasen von Pankreasamylase dieselben Aktivitiits- 
kurven haben wie die entsprechenden Salzverbindungen der 
Speichelamylase. Die maximale Aktivitiit ist dieselbe (etwa 
40 °/, von der der Chloridamylasen). Das Optimum liegt bei 
demselben p,, (etwa 6,9), und die Kurven stimmen auch in 
ihren anderen Teilen weitgehend iiberein. 

Die Speichelamylase und die Pankreasamylase zeigen 
also u. a. folgende gemeinsame Eigenschaften: 

Sie werden von NaCl stark aktiviert, und wirken in 0,02 n- 
NaCl-Lisung optimal bei p,, = 6,7. Die p,-Kurven sind iden- 
tisch. Die salzfreien Enzyme wirken optimal bei p,, = 6,0—6,1 
und haben eine Aktivitit = 40°/, von der der Chloridamylasen, 
Beide Amylasen geben Nitrat- und Chloratverbindungen, welche 
optimal bei p,, = 6,9 wirken und dieselbe p,,-Kurve und maxi- 
male Aktivitiit haben. 

Es scheint mir, als kénnen diese iibereinstimmen- 
den Kigenschaften ohne weiteres die Identitait der 
Knzyme beweisen. Eine Identitit nahm schon Wohl- 
gemuth?) auf Grund iihnlicher, aber natiirlich wegen der an- 
gewendeten Methodik nicht beweiskriiftiger Versuche an. 





') Wohlgemuth, Biochem. Zs. Bd. 9, S. 10 (1908). 
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Zweifelsohne gibt es aber auch Eigenschaften, die fiir 
beide Enzyme nicht identisch sind; es scheint mir aber, als 
wiren diese von der Art, daB man sie als von Begleitstoffen 
abhingig ansehen kann. So besitzen beide Enzyme eine sehr 
ungleiche Stabilitét: Die Speichelamylaselésungen, auch ge- 
reinigte, sind sehr lange Zeit haltbar, die Pankreasamylase 
dagegen geht, auch bei Zimmertemperatur, bald zugrunde. 
Sehr verschieden verhalten sich die Enzyme gegen Sorptions- 
mittel. Man vergleiche meine Reinigungsversuche mit Speichel- 
amylase mit den entsprechenden an Pankreasamylase von 
Willstitter, Waldschmidt-Leitz und Hesse. Bekannt 
ist aber, daB die Sorbierbarkeit eines Enzyms beinahe ganz 
von den in der Lésung vorhandenen Begleitstoffen abhiingt. 
DaB aber die enzymatisch wirksamen Molekiile in beiden Fiillen 
dieselben sind, finde ich bewiesen. Dadurch wird nicht verneint, 
da8 ebenso wie zwischen Saccharasen aus verschiedenen Hefen 
Verschiedenheiten in der Affinitit zum Substrat usw. bestehen 
kénnen, ihnliche unbedeutendere Verschiedenheiten zwischen 
Pankreas- und Speichelamylase gefunden werden kénnen. 

Um mich davon zu iiberzeugen, daB auch bei der Pankreas- 
amylase die friiher entwickelten Anschauungen iiber die Ver- 
giftungen den Versuchsergebnissen entsprechen, habe ich schlieS- 
lich einige Inaktivierungsversuche angestellt. 


6. Die Pankreasamylase als Base. 


Versuch 74. Die Aktivitit ohne Gift (Chloridamylase). 0,03 mol. Phos- 
phatpuffer. 0,02 n-NaCl. 




















- . : | 
Pr ¢t M k-104 key, ° 10° | R 

4,95 5 15,3 214 
11 29,0 212 2153 37 

2,60 $ 18,0 430 
7 34,8 430 430 75 

6,10 ; 21,1 506 
7 38,5 493 500 87 

6,75 8 23,0 590 
6 37,5 560 575 100 

7,20 8 22,0 550 
6 37,0 546 O45 95 

oO 


Ausgezogene Kurve in Fig. 19. 
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Versuch 75. 


Za jedem Versuch 40 mg Phosphorwolframsiure (als Na-Salz). 





























Pir t M k+10! Key 010° R 

4,85 5 1,2 14 
11 2,5 15 15 5 

OS 3 8,8 200 
7 16,0 162 181 31 

6,10 3 16,1 380 
6 27,5 360 370 64 

6,75 3 22,5 560 
6 37,0 560 560 97 

7,20 3 22,0 550 
6 37,0 i 046 348 95 


Gestrichelte Kurve in Fig. 19. 


Versuch 76. 


Zu jedem Versuch Natriumpikrat zu 0,01 n-Lésung. 




















5.00 3 7,6 167 
6 15,4 160 164 29 
t 3,0 3 14,7 37 
6 28,0 370 354 62 
[ 6,10 3 20,0 487 
6 34,7 493 499 85 
f 
mo Punktierte Kurve in Fig. 19. 
é Versuch 77. 
| ay Zu jedem Versuch 2 mg Tannin. 
; 87 3 5,8 wf 
: f 6 9,0 i100 | 114 20 
. 5,60 3 11,5 260 
6 20,1 245 253 44 
6,10 3 18.3 430 
6 30,0 403 417 73 














Kreuze in Fig. 19. 


Saimtliche Inaktivierungen zeigen dieselbe Abhingigkeit 
von der Aciditit wie die der Speichelamylase und Saccharase 
und berechtigen uns zu der Annahme, da8 sie auf Salzhildung 
der Enzymbase mit den zugesetzten Siuren beruhen. Dagegen 
ist die durch eine gewisse Giftkonzentration hervorgerufene 
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Inaktivierung bei den beiden Enzymen nicht ganz gleich grob, 
was natiirlich damit zusammenhingt, daB verschiedene Ver- 
unreinigungen in den Knzympriaparaten vorkommen. 
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Fig. 19, 


Die Pankreasamylase als Siure. 





Die Aktivitit ohne Gift findet man aus Versuch 74 
Versuch 78. 10~* n-HgCl,. 

« ft saw | mae R 
Pu l J | -10 ba AC g 
5,60 5 19,4 280 

10 32.5 270 275 48 
6,10 5 15,7 221 

10 27,2 214 218 38 
6.60 5 4.0 50 

10 7.0 46 48 8 
7,08 10 3,0 19 19 3 

















In der Fig. 20 ist die Inaktivierung durch eine gestrichelte 
Kurve veranschaulicht. Auch hier ist die Ubereinstimmung 




























. ree 


SR TRIAS ip cata hams ae emcee Om REBT re 





78 Karl Myrbiick, 











mit den bei Speichelamylase gewonnenen Ergebnissen sehr gut. 
Die Metallinaktivierung der Pankreasamylase kann auch als eine 
Salzbildung des Metalls mit der Enzymsiure gedeutet werden. 








Relative 








ou 


Einige Versuche mit Malzamylase. 


Uber die Inaktivierung der Malzamylase liegt, wie oben 
erwihnt, eine umfassende Untersuchung von U. Olsson vor.') 
Besonders hat er die Metallsalzinaktivierung untersucht und hat 
zeigen kénnen, wie sich dieselbe aus zwei Faktoren zusammen- 
setzt: der Salz- bzw. Komplexbildung des Enzyms mit dem 
Metall, die momentan erfolgt, und dem irreversiblen Zerfall 
der Enzymgiftverbindung. Der letztgenannte Faktor war in 
Olssons Versuchen oft nicht unbedeutend, da die Versuche 
bei 37° ausgefiihrt wurden, einer Temperatur, wo die Stabilitit 
der Enzymverbindungen nicht besonders gro8 ist. Arbeitet man 
aber bei niedrigerer Temperatur, so ist in den meisten Fallen 





1) Olsson, Dissertation, Stockholm 1925. 
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die Zerstérung in den in Frage kommenden Zeiten verschwin- 
dend klein, und die Metallinaktivierung kann, wie Olsson 
zeigte, mit gréBter Wahrscheinlichkeit in derselben Weise er- 
klirt werden, wie ich in meiner ersten Untersuchung iiber die 
Schwermetallinaktivierung der Saccharase angedeutet hatte.’) 

Konnte so der alkalische Ast der p,-Kurve der Malz- 
amylase wabrscheinlich als die Dissoziationskurve einer schwachen 
Siure erklart werden, so war jetzt zu untersuchen, wie sich die 
Malzamylase zu den Reagenzien verhilt, die in dieser Arbeit 
fiir die Auffindung von basischen Gruppen angewendet wurden. 


1, Enzymlosung. 


(sriinmalz wurde gemahlen und mit Toluolwasser extrahiert. 
Nach dem Filtrieren wurde die Hauptmenge der Maltose durch 
eine kurze Dialyse entfernt. Die dialysierte Lésung wurde mit 
Tonerde behandelt. Das Enzym wurde dabei sorbiert, und 
dann aus dem Sorbat mit Na,HPO,-Lésung eluiert. Danach 
kam eine zweitagige Dialyse. Sf wurde bei 37° und p,, = 5,40 
bestimmt. Die zu den folgenden Versuchen angewendete Lésung 
hatte Sf = 63. 

2. Die p,-Kurve. 





Versuch 79. 0,08 n-Acetatpuftfer. 








Di ay 4 M k+ 108 ky, 210° R 
2,70 10 9,5 63 

20 18,1 65 64 43 
3.62 10 16,8 119 

20) 31,0 127 123 83 
4,57 5 10,1 136 

10 20,3 148 142 96 
5,10 4 8.8 148 

~ 16,5 147 148 100 
6,30 5 10,4 140 

10 20,0 140 140 95 
7,10 5 7,2 94 

10 14,4 100 97 66 
7,70 5 5,7 74 

10 11,0 74 74 504 

















1) Myrbick, Sv. Vet, Akad. Arkiv f. kemi ete. Bd, 8, Nr. 29 (1923). 
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Die Kurve, welche in Fig. 21 ausgezogen ist, hat ihr Opti- 
mum bei p,, = 4,8—5,6. Dasselbe Acidititsoptimum der Malz- 
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amylase fanden Sherman, Thomas und Baldwin}, Hahn 
und Harpuder’), Liiers und Wasmund.*’) Euler und 
Svanberg*) konnten auBerdem zeigen, dab der alkalische Ast 
der p,-Kurve sehr angenihert die Form einer Dissoziations- 
restkurve hat, die einer Dissoziationskonstante von 10777 ent- 
spricht. In der Figur habe ich durch kleine Vierecke diese 
theoretische Kurve und die Dissoziationsrestkurve einer Base 
mit 4, = 1071! veranschaulicht. 


3. Die Malzamylase als Base. 
Aus den obigen wenigen Versuchen kénnen natiirlich keine 
Schliisse iiber die Basennatur der Malzamylase gezogen werden. 
Ich habe darum einige Inaktivierungsversuche angestellt: 





1) Sherman, Thomas u. Baldwin, Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 41, 
S. 231 (1918/19). 

") Hahn u. Harpuder, Zs. Biol. Bd. 71, S. 287 u. 802 (1919). 

‘) Liiers u. Wasmund, Fermentforsch. Bd. 5, S. 169 (1921/22). 

*) Kuler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 112, 8. 193 (1920/21). 
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Versuch 80. 


-~ 


Zu jedem Versuch 7 mg Phosphorwolframsiiure als Natriumsaiz. 











Pr t M k:+104 ky e 104 R 
2,7 10 0 0 

20 U 0 0 0 
3,6 20 1 ~ 3 ~ 3 ~2 
4,25 20 0 0 0 0 
4,58 10 2.4 15 15 10 
4,91 8 8,9 74 

16 17,5 78 76 ap 
5,54 D 7,8 102 

10 16,5 116 109 74 
5,63 8 14,0 122 

16 27,6 136 129 37 














Gestrichelte Kurve in Fig. 21. 


Versuch 81. Natriumpikrat 0,01 n. 




















2,7 7 0) 0 
14 0 0 0 0 
4,25 . 5,3 43 
16 9.6 40 42 28 
; 4.55 6 7,8 85 
11 14.2 90 88 59 
Fi D,2e 8 11,7 100 
; 16 22,1 103 102 69 
" 6,10 10 16,0 113 
- 14 23,3 125 119 81 
ep Punktierte Kurve in Fig. 21. 
Versuch 82. Zu jedem Versuch 1 mg Tannin. 
4.58 7 3,0 27 
12 5,8 32 30 20 
P 5,55 8 9,5 80 
16 17,4 78 79 53 

















Kreuze in Fig. 21. Die Inaktivierung durch diese Re- 
agenzien verliuft also wie bei den anderen untersuchten Kn- 
zymen, d.h. wie eine Salzbildung mit einer basischen Gruppe 
des Enzymmolekiils. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLIX. 6 
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4, Die Malzamylase als Siure. 

Im AnschluB an die Versuche von Olsson habe ich einen 
Inaktivierungsversuch mit AgNO. ausgefiihrt. Die Ergebnisse 
von Olsson wurden vollkommen bestitigt. 















Versuch 83. 2-107’ n-AgNO,. 





























PH t M k-104 | ky, +10° R 

2,7 5 3.9 50 
8 6,5 ; 52 35 

4,55 6 10,4 aut 
11 19,0 124 121 82 

690 | 6 5,6 60 
; il 10,2 63 62 | 42 























2,4 4) 3,2 40 
10 6,2 41 41 28 
4,55 5 6,3 83 
10 11,6 19 Sl ay) 
| 5,D4 5 3.9 49 
10 7,4 48 49 33 
6,97 a) 2,2 28 
is: 10 4,9 27 28 19 
f Versuch 85. 4-107° n-AgNO,. 
§ 2.7 | 5 1,4 18 
by | 10 2,9 18 18 12 
| | 454 | 5 8 42 
10 6,4 42 42 28 
‘i 5,53 5 1,8 22 
10 3.3 21 22 15 
6,92 5 0,7 8 
10 | 1,3 gs | 8 5 











Die drei punktiert-gestrichelten Kurven in der Fig. 21 
stellen die Versuchsergebnisse dar. Die Kurven sind denen 
der Einwirkung von Quecksilber aut Saccharase iihnlich. Wir 
haben also hier wahrscheinlich nicht mit einer einfachen Salz- 
bildung an die Siuregruppe zu tun, die den alkalischen Ast 
der p,,-Kurve bestimmt. Man kénnte denken, daB die Kurven 
so zu erkliren sind, wie die ihnlichen Vergiftungskurven der 
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salzfreien Speichelamylase. Dagegen spricht indessen der Um- 
stand, dab die Inaktivierungskurven der Pikrinsiiure usw. nicht 
dieselbe Form haben. Am wahrscheinlichsten ist wohl, dab 
sich das Silber an eine Gruppe anlagert, die in dem unter- 
suchten Acidititsgebiete durch die H-lonen nicht oder wenig 
beeinflu{t wird. Daneben kann natiirlich auch die bei den 
anderen untersuchten Knzymen gefundene Salzbildung an die 
saure Gruppe in Frage kommen. ‘Tatsiichlich wird ja die 
inaktivierung mit fallender Aciditiit gréBer. 


b. 
Zusammenfassung der Hauptergebnisse. 


An Saccharase und im AnschluB daran an drei Amylasen 
wurden einige sogenannte Vergiftungen der Enzyme mit fremden 
Stoffen studiert, und das Hauptgewicht darauf gelegt, die Art 
der entstandenen inaktiven oder weniger aktiven Enzym—Gift- 
verbindung festzustellen, um eine erste Systematik der ,,Knzym- 
vergiftungen* zu erhalten. 

Es wurde untersucht, wie die aus den Inaktivierungs- 
versuchen gewonnenen Ergebnisse itiber Atomgruppen im Enzym- 
molekiil usw. mit den auf andere Weise begriindeten Theorien 
liber die Aktivitit der Enzyme in Beziehung zu setzen sind. 

Die durch Arbeiten aus diesem Laboratorium modifizierte 
Michaelissche Theorie der Aktivitits-p,,-Kurve der Saccharase 
wird durch die Inaktivierungsversuche stark gestiitzt. Die In- 
aktivierung der Saccharase durch Metalle laBt sich niimlich 
als eine Salzbildung der von Michaelis angenommenen Knzym- 
siure (bzw. Enzymsubstratsiiure) erkliren, und umgekehrt ist 
die Inaktivierung durch Reagenzien, wie Phosphorwolframsiure, 
Pikrinsiure usw., eine Salzbildung mit einer basischen Gruppe 
des Enzyms. 

Die Gruppe, welche den basischen Charakter der Saccha- 
rase bestimmt, ist wahrscheinlich eine primire Aminogruppe 
Kinwirkung von HNO,). Diese Aminogruppe bindet, eventuell 
unter Zuhilfenahme anderer Gruppen, das Substrat, Glu- 
cose usw. 


6 * 
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Auf Grund dieser Ergebnisse wurde eine vollstiindige 
Formel der Aktivitits-p,,-Kurve abgeleitet, die die Berechnung 
der Aktivitat des Enzyms bei jeder Aciditit und Substrat- 
konzentration erlaubt. 

Die Inaktivierung der Saccharase durch Halogene wurde 
untersucht, vor allem die Jodinaktivierung, die dadurch von 
Interesse ist, daB es eine Jodsaccharase mit bestimmtem Wir- 
kungsgrade gibt. Diese Jodsaccharase hat dieselbe Affinitiit 
zum Substrat und dieselbe Aciditatskurve wie das freie Enzym. 
Die Kinwirkung der freien Halogene wurde versuchsweise als 
Substitution von Wasserstoff an Kernkohlenstoff gedacht. 

Die Reaktion zwischen Saccharase und Aldehydreagenzien 
wurde untersucht. Ohne Zweifel ist die Reaktion mit aro- 
matischen Aminen als die Bildung einer Schiffschen Base zu 
erkliren. Durch Untersuchung von weiteren Aldehydreagenzien 
wurde gezeigt, daB die im Saccharasemolekiil vorhandene 
Aldehydgruppe besonderer Art ist, und der Gedanke wurde 
ausgesprochen, die Aldehydgruppe gehére einem Aldehydzucker- 
rest. Die Dissoziationskonstante einer Anzahl aromatische: 
Amine wurde bestimmt. 

Die Untersuchung iiber Amylasen gab mehrere Beweise 
fiir die vermutete Identitit der Speichel- und Pankreasamy- 
lasen. 

Die Neutralsalzwirkung auf tierische Amylase wurde genau 
untersucht. Gefunden wurde, daB die Amylase, auch ohne 
Salze, eine bestimmte Aktivitét hat. Durch gewisse Neutral- 
salze wird teils die maximale Aktivitit geindert und teils 
das Optimum gegen die alkalische Seite verschoben. 

Kine Theorie fir die Aktivitits-p,-Kurven der Salzamy- 
lasen wurde gegeben, die der bei der Saccharase entwickelten 
entspricht. 

Inaktivierungsversuche stiitzen diese Theorie und weisen 
auf eine allgemeinere Giiltigkeit der bei der Saccharase ge- 
gebenen Systematik der Vergiftungserscheinungen hin. 




















Garung und Wachstum in getrockneten Hefezellen. I. 


Von 
H. v. Euler und Chr. Barthel. 


Mit 2 Figuren im Text. 


Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit und der bakteriologischen 
Abteilung der landwirtschaftlichen Zentralversuchsstation Stockhoim.) 


Der Redaktion zugegangen am %. Juli 1926.) 


Durch die Beobachtungen von Buchner und Martin 
Hahn, daB zellarmer PreBsaft Zucker zur Vergirung bringt, 
schien zunichst das alte Problem, in welcher Weise die Hefe 
die alkoholische Girung des Zuckers erregt, dahin gelést worden 
zu sein, daB diese Girung durch ein von der lebenden Zelle 
unabhingiges Enzym, die ..Zymase“, katalysiert wird. 

1911 haben dann Euler und B. af Ugglas?*) darauf auf- 
merksam gemacht, daB die Giirwirkung frischer Hefe keines- 
falls auf ihren Gehalt an freier Zymase zuriickgefiihrt werden 
kann, daB vielmehr die Girung ganz oder wenigstens der 
Hauptsache nach durch einen enzymatischen Bestandteil des 
Plasmas vermittelt wird. 

Die Zymase ist in der lebenden Hefe als chemischer 
Bestandteil ganz oder teilweise an das Protoplasma gebunden. .. 
Der die alkoholische Girung vermittelnde Enzymkomplex ist 
in der lebenden Zelle ein Bestandteil des Protoplasmas; durch 
gewisse Verfahren... kann die Zymase vom Protoplasma melr 
oder weniger vollstiindig getrennt werden.“ 


') Euler u. B. af Ugglas, Diese Zs. Bd. 70, 8. 279 (1911); 
Euler u. Kullberg, Diese Zs. Bd. 71, S. 14 (1911). 
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Einige Zeit darauf kamen Rubner') und dann Giaja?, 
Abderhalden und Fodor’), sowie Sobotka‘) zum gleicher 
Ergebnis und diese Auffassung diirite nunmehr wohl allgemei: 
angenommen worden sein. 

Eine genaue Feststellung, wieviel freie ,Zymase“ sich i» 
der frischen Hefe befindet, stéBt auf Schwierigkeiten und wi 
haben eine weitergehende Behaupiung als ,,daB in der leben- 
den Hefe nur ein sehr geringer Teil der Girwirkung der freien 
Zymase entstammt* nicht fiir exakt begriindet gehalten. Wie 
schon in einer Arbeit von Kuler und Westling betont wurde. 
hat es auch fiir die Hefen- und Girungsprobleme verhiiltnis- 
miiBig wenig Bedeutung, ob ein kleiner Teil der ,,Zymase* 
es handelt sich wohl um Bruchteile von weniger als 1°/, des 
girungserregenden Agens — in der Hetezelle frei ist ode: 
nicht.°) Die Ausfiihrungen von Sobotka zeigen, da8 er in 
den wesentlichsten Punkten mit dem Ergebnis der oben ge- 
nannten Arbeiten iibereinstimmt. 

Was nun den Zustand der Trockenhefen") (mit dieser be- 
zeichnung faBt man meist die luftgetrockneten und die alkokol- 
oder acetonbehandelten zusammen) betrifft, so wurde schon 
vor lingerer Zeit als eines der Kriterien fiir den Zustand de: 
Zellen ihr Verhalten zu Paralysatoren, Toluol, Chloroform. 
Phenol u. a. angesehen. Wihrend es durci die Versuche von 
Buchner bekannt war, daB Toluol die Girwirkung des Hefen- 
preBsaftes nur wenig beeinfluBt, fanden Euler und Kullberg’‘), 
daB ,,Toluol auch auf vollkommen sterile Trockenhefe eine 
stark hemmende Wirkung ausibt“. Entgegen der Erwartung, 
zeigte sich hierin eine nahe Ubereinstimmung der frischen 
Hefe und der Trockenhefe und auch fiir die Trockenhefe war 





1) Rubner, Arch. (Anat. u.) Physiol. Suppl. 1912. 
?) Giaja, Soc. Biol. Bd. 82, S. 804 (1918). 
5) Abderhalden u. Fodor, Fermentf. Bd. 5, S. 138 (1922). 
‘) Sobotka, Diese Zs. Bd. 134, 8. 1 (1924); Bd. 145, 8. 91 (1925) 
’) Euler u. Westling, Diese Zs. Bd. 140, 8. 164 (1924). 
°) Auf die Unterscheidung von Trockenhefen und Dauerheten, sowie 
auf die Nomenklatur in diesem Gebiete, kommen wir in einer der folgen- 
den Mitteilungen zuriick. 
*) Euler u. Kullberg, Diese Zs. Bd. 73, 8. 85 (1911). 
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also anzunehmen, da8 sich die Girungskatalysatoren noch 
weitgehend in einer Bindung an den Zellinhalt befanden, ‘ihn- 
lich demjenigen in den frischen Zellen. Nur der Grad dei 
Inaktivierung wurde geringer gefunden und demgemiB wurde 
angenommen, daB in den Trockenhefen ein etwas griéBerer 
Anteil der Girungsenzyme vom Zellinhalt losgelist ist als in 
der frischen Hefe. Die ersten Versuche mit Toluol und Chloro- 
form wurden, um die Schwierigkeiten der Dosierung zu ver- 
meiden (wirksam ist ja immer nur die von der Hefe autf- 
cenommene Menge Narcoticum) spiiter mit Phenol wiederholt.?) 

Schon zeitig hat sich aber das Bediirfnis ergeben, den 
Zustand der Trockenhefen noch anderweitig zu charakterisieren. 
[nsbesondere erscheint es eine notwendige Aufgabe, festzustellen, 
ob und in welchem Grad getrocknete und alkoholbehandelte Hete 
lebende Zellen enthilt. Der eine von uns fand*) solche Hefen- 
priparate immer noch reich an Zellen, ,,weiche sich wie lebende 
Zellen verhalten und sich doch unter den zur Fortpfianzung 
eeeigneten Mitteln nicht vermehren“, und hat sie damals als 
zymatische Zellen“ bezeichnet.”) 

Das prinzipiell wesentliche Problem, wie sich getrocknete 
Zellen nach Behandlung mit absolutem Alkoho! verhalten, ist 
bis jetzt noch nicht gelést worden. Es steht noch die Irage 
offen: Kénnen mit Alkohol behandelte Hefezellenin im 
iibrigen steriler Girlésung ihren urspriinglichen Zu- 
stand beibehalten oder auf ihren urspiinglichen Zu- 
stand frischer Zellen zuriickkommen, bzw. wodurch 
unterscheiden sich die girungsfihig gewordenen Zellen 
der alkoholbehandelten Trockenhefen von den frischen 
Hefezellen? 

Versuche. 
Die Girlésung wurde bereitet aus 
20 g Glucose, 
+ 0,2 g Zymophosphat (zur Vermeidung der Induktionszeit) 
+ Phosphatpuffermischung 2°/,, py = 6,4 (Girungsoptimum) 


100 eem Gesamtvolumen. 





1) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 117, 8S. 28 (1921). 
*) Allerdings mit einer vielleicht nicht ganz einwandfreien Methodik. 
°) Euler, Zs. f. Girungsphysiol. Bd. 5, 8. 1 (1914). 
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Nach dem Aufkochen und Abkiihlen der Lésung wurden 
je 10 ccm in sehr diinnwandige, ausgedimpfte Réhren verteilt. 
Der durch Baumwollpfropien verschlossene Réhreninhalt wurde 
3mal je 40 Minuten durch Kochen sterilisiert, worauf dic 
Rohren steril zugeschmolzen und nochmals im Wasserbad kurz 
erhitzt wurden. 

Die eigentlichen Versuchsgefie waren zusammengesetzt, 
wie die nebenstehende Fig. 1 zeigt. Sie faBten etwa 50 ccm 
und waren mit Gummipfropfen dicht verschlossen, durch welche 
sowohl ein Chlorcalciumrohr als ein Hahnrohr in das Gefib 
elntraten. 














Nach Behandeln des Gefiifes mit warmem Alkohol wurden 
je 4¢ getrocknete Unterhefe H eingefiihrt, hiernach etwa 40 ccm 
absoluter Alkohol, welcher mit der Trockenhefe in Berithrung 
gelassen wurde, und zwar 


Im Versuch 1 ...« . « « 1 Stunde 


" ~ eo» Bane o ao ee 


Gleichzeitig mit dem Alkoho] wurde in das GefiB je eine 
10 ccm Girlésung enthaltende zugeschmolzene Roéhre eingefiihrt, 
welche unmittelbar vorher in Alkchol getaucht und kurz 
flambiert wurde. 

Nach 1 bzw. 1'/, Stunden wurde der Alkohol durch das 
Hahnrohr abgesogen. Dann wurde ein mit steriler Baumwolle 
gefiilltes Kugelrohr angeschlossen und Luft durch das Gefab 
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gesogen, um den Alkohol vollstiindig zu vertreiben. Dies war 
nach 1—2 Stunden erreicht; der Hahn wurde nun geschlossen, 
die Schlauchklemme abgenommen und die innere Rohre mit 
der Garlésung durch Schiitteln zerbrochen, so daB eine homo- 
gene Emulsion der Trockenhefe mit der Giirliésung entstand. 

Der Girungsverlauf wurde nun bei Zimmertemperatur, 
20,5° in der Weise festgestellt, daB der ganze Apparat jede 
Viertelstunde gewogen wurde. Es wird somit das Gewicht der 
entweichenden Kohlensiure ermittelt, und zwar jedesmal nach 
Schiitteln des Apparates. 

Wir danken Herrn Amanuens Tor Liévgren auch hier 
bestens fiir seine Unterstiitzung bei der Ausfithrung der Giir- 
versuche, 


Holgende Zahlen wurden erhalten: 











Versuch [ Versuch II 
Min Gewicht des |Gewichts Nie. | Gewicht des Gewichts- 
Apparates | verlust Apparates verlust 
oo 4 | 
0 105, 096 | — 0 104, 508 | — 
15 105, 091 5 5 104, 502 | 6 
30 105, 067 29 16 104, 463 | 45 
45 105, 027 69 30 104, 408 | = 100 
60 104, 988 113 45 104, 355 | 153 
75 104, 938 1538 60 104, 308 | 200 
90 104, 892 204 75 104, 276 | 232 
105 104, 861 235 90 104, 254 | 25: 
135 104, 828 268 105 104, 237 | 271 





Die Figur 2 zeigt unmittelbar, daB von 30 bzw. 10 Minuten 
an die Geschwindigkeit konstant ist, und zwar rund 3 mg CO, 
pro Minute. 

Ktwa 2 Stunden nach Abbruch des gegen Infektion ge- 
schiitzten Versuches wurde die in den Versuchskolben ent- 
haltene Hefe untersucht. 

Durch Plattenkulturen mit Fleischwasserpeptongelatine 
konnte konstatiert werden, daB die Girlésung keine Infektion 
erlitten hatte. Die Gelatineplattenkulturen zeigten nimlich 
nur vereinzelte Hefekolonien. Man mu natiirlich beim Arbeiten 
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mit Trockenhefe stets die Aufmerksamkeit darauf richten, jed& 
durch iuBere Infektion veranlaBte Bakteriengiirung genau zi 








vermeiden. 

Quantitative Bestimmungen in Wiirzegelatineplatten er- 
gaben, daB die Girlésung nach dem Schlusse der Versuche 
in 1 eem 250000—300000 lebende Hefezellen enthielt. Dies: 
Methode, die Anzahl der lebenden Zellen in Trockenhefe 2 
bestimmen, ist sicherer und auch einfacher als mikroskopisch 
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Firbungsmethoden oder mikroskopische Bestimmung der An- 
zahl sprossender Zellen. Der groSe Vorteil der Plattenmethode 
ist, dafS man absolut sicher ist, nur wirklich lebende Zellen 
mitzurechnen. Der Nachteil aber ist, da& man etwas zu 
| niedrige Resultate erhilt, weil es nicht selten vorkommt, dat 
¥ es trotz kraftigem Schiitteln nicht immer gelingt, die Zell- 
verbiinde so genau zu zerteilen, daB jede Kolonie auf der Platte 
wirklich auch nur einer einzigen Zelle entspricht. An die 
mitgeteilten orientierenden Messungen kniipfen wir die folgende 
Uberschlagsrechnung: 

Wie oben erwihnt, ergab die Untersuchung durch Platten- 
kultur da8 in 1 ccm Giremulsion rund 4 Stunden nach Beginn 
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des Versuches, also nach Entfernung des Alkoholes, 250000 
bis 300000 lebende Hefezellen vorhanden waren. 

Nun enthalt 1 g unserer Trockenhefe H 0,15-10'! Hefe- 
zellen. Die hier verwendete Giirungsemulsion enthielt rund 
0,3 g Trockenhefe. Somit befanden sich in jedem Apparat zu 
Beginn des Versuches rund 5-10° Hefenzellen. 

Man kann noch dariiber unsicher sein, wie man die ge- 
fundene Zahl der fortptlanzungsfihigen Zellen in Rechnung 
setzen soll, da wir noch nicht wissen. aus wie viel Zellen und 
in welcher Weise sich die genannten Zellen entwickelt haben. 
Wir wollen sie also, um in unserem SchluBsatz sicher zu gehen, 
eher zu wenig als zu stark reduzieren und setzen sie mit 
1,5-10° in Rechnung. 

Die fortpflanzungsfihigen Zellen betrugen somit hichstens 
1/20000 der insgesamt vorhandenen. 

Nach einer Untersuchung von Euler und Myrbick be- 
triigt das Girungsverhialtnis fiir unsere Hefe H 

Trockenhefe : frischer Hefe = 1: 66. 


Somit kann nur 66 x 0,00003 = 0,002 oder 0,2°/, der Ge- 
samtgiirung durch lebende Zellen bewirkt worden sein. 
Sollte nun, aus oben angegebenem Grunde. die Anzahl 


der lebenden Zellen zu niedrig berechnet sein, so findet man 


jedoch, daB, wenn auch die Anzahl der wachstumsfihigen Zellen 


gegen die Wahrscheinlichkeit die 10fache wire, doch nur 2° 
der Gesamtgiirung den lebenden Zellen zuzuschreiben ist. 

Wie groB bei diesbeziiglichen Versuchen anderer Forscher ') 
die Zahl der an der Girung beteiligten lebenden Zellen war, 
ist schwer zu sagen, da ja Intektion durch lebende Hefen- 
zellen bei denselben nicht ausgeschlossen war. 


a 


Mit dieser Feststellung, daS in unserer alkoholbehandelten 
Trockenhefe nur ein ganz kleiner Anteil der Giirleistung (ver- 
mutlich weniger als 1°/,) denjenigen Zellen zuzuschreiben ist. 
welche sich sofort nach der Girung auf Plattenkulturen fort- 
pilanzungsfahig erweisen, ist unsere Untersuchung keineswegs 


1) Vel. z. B. Biochem. Jl. Bd. 19, S. 477 (1925). 
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abgeschlossen, vielmehr wollen wir hier mit unserer Fraze- 
stellung einsetzen. 

In erster Linie gilt die Fortsetzung dieser Versuche dey 
Frage, wie sich die hier nach 4 Stunden nachgewiesenen foit- 
pilanzungsfihigen Zellen aus unserer Trockenhefe entwickelt 
haben. 

In der Literatur wurde bisher ein Ergebnis, daB ,,Trocken- 
hefe eine gewisse Girkraft besitzt, welche nicht abhingig von 
der Gegenwart lebender Zellen ist“ dem Schlu8B gegeniiber- 
gestellt') daB ,,die Leistung der Trockenhefe ausschlieBlich auf 
lebende Zellen zuriickzufiihren ist“. 

Voraussetzung fiir einen weiteren Fortschritt ist unserer 
Meinung nach die Charakterisierung und Definierung der 
»lebenden Zelle* auf Grund eines quantitativen experimentellen 
Vergleiches eimerseits der katalytischen Leistung?) (Girleistung’, 
andererseits der Fortpflanzungsfihigkeit der Zellen. Fiir uns 
handelt es sich in der Fortsetzung unserer Untersuchung also 
darum: Unter welchen Umstiinden und bis zu welchen Grenzen 
gehen getrocknete und mit Alkohol behandelte Zellen wieder 
in den fortpflanzungsfahigen Zustand iiber? 





1) Sobotka, Diese Zs. Bd. 134, S. 1 (1924). 
*) Unabhingig davon, ob diese katalytische Leistung von der Hefe 
abgetrennt werden kann oder nickt. 
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Iolekulargewichtsbestimmung von Proteinen in Phenol. 
Von 


’ 


Edwin J. Cohn und James B. Conant. 


(Aus der Abteilung fiir physikalische Chemie an der Harvard-Hochschule fiir Medizin in 
joston und aus dem Chemischen Laboratorium der Harvard-Hochschule in Cambridge.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Juli 1925. 
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Aus dem umfangreichen in den letzten Jahren gesammelten 
Beweismaterial geht hervor, daB die Proteine sehr grobe 
Molekulargewichte haben. Das Molekulargewicht des Eier- 
albumins, des kleinsten der bisher hinreichend untersuchten 
Proteine, ist annihernd 34000. Diese Schitzung machte 
Sdrensen (4) auf Grund von osmotischen Druckmessungen, 
bei denen er den unvermeidlichen EinfluB der anorganischen 
Salze beriicksichtigte; sie wurde vollkommen bestiitigt durch 
Analysen des Schwefels, des Sulfidschwefels und gewisser 
Aminosiuren, aus denen das Molekiil zusammengesetzt ist (3). 
Da Kieralbumin 1,23°/, Tryptophan enthilt (5), wiirde das 
kleinste Gewicht eines Grammolekiils, das ein Grammolekii! 
dieser Aminosiiure enthalt, annihernd 16600 betragen. Der 
Sulfidschwefel- und der Schwefelgehalt (10) zwingen zu der 
Annahme eines Molekulargewichts, das doppelt so grof ist als 
dieses Mindestmolekulargewicht, wie die Berechnungen in 
Tab. I zeigen. Die analytischen und _physikalisch-chemischen 
Bestimmungen fihren also zu demselben Ergebnis; somit ist 
wohl die MolekiilgréBe dieses Proteins einwandfrei bewiesen. 

Die anderen soweit untersuchten Proteine haben noch 
griBere Molekulargewichte, die in dieser Arbeit untersucht 
und nach den Analysen in Tab. II berechnet wurden. 
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Tabelle I. 
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Mindest-Molekulargewicht des Eieralbumins. 

























Eiweib- Prozent- —— - An- 
Baustein gehalt im ‘eg? we ieee ian 
rehat des Bausteins | Atom- bzw. 

Bestandteil rotein i" S 
enthiilt Molekiilzah] 

Cystin 0,81 29654 1 

Tryptophan 1,23 16595 2 

Sulfidschwefei. 0,491 6532 5 

Schwefel 1,616 1984 17 





Tabeile Il. 


des Caseins. 





Mindest- 
Molekular- 
gewicht 


29 654 
33186 
32660 
33728 


Mindest-Molekurlargewicht des Gliadins, Zeins, der Gelatine und 


















Protein 


Gliadin 


Zein 





i 
' 


{ 
Gelatine j 


Casein 


Bestandteile 
des 


Proteins 


Tryptophan 
Cystin . 
Sulfidschwefel 
Schwefel 


Cystin . 
Histidin 


Sulfidschwefel 


Schwefel 
Cystin . 


Cystin . 
Sulfidschwefel 


Tryptophan 











1) Die 





Prozent- 
gehalt 
des Be- 
standteils 
i.Protein’) 


1,12 
2,32 
0,619 
1,027 


0,75 
0,82 
0,212 
0,60 


0,16 


0,25 
0,101 
1,6 





Gewicht, das 


1 g Molekiil 
des Bastand- 
teils ent- 
hilt 


92 
ond & 


32027 
18915 


- 


12756 





Angen. 


Atom- 
bzw. 


Molekiil- 


zahl 
4 
7 
14 
2s 


Mindest- 
Molekular- 
gewicht 


bo 


Om ok © 
~] 
— 


Je) 
Lo 


io) 
Lo 


bo bb 
oo 
> 


el 4-1 +1 -+1 


oo 


96081 
94575 
90 762 
96210 


150125 


192 160 
190512 
191340 





yabrscheinlichsten Werte wurden Tabellen entnommen, 


die anderwiirts veréffentlicht worden sind unter Einbeziehung der Er- 
gebnisse von Osborne, Dakin, Foreman, Jories, Gersdorff und 
Mueller, Folin und Looncy und einiger neuerer nichtveréffentlichter 
Analysen von J. M. Looncy. 
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Diese Auftstellung enthilt als Mindest-Molekulargewichte 
- Gliadin 72000, Zein 96000, Gelatine 150000 und Casein 
192000. 


If. 


Diese Ergebnisse stehen in bemerkenswertem Gegensatz 
zu den erstaunlich niedrigen Molekulargewichten, iiber die 
kiirzlich berichtet wurde; letztere waren aus der Gefrierpunkts- 
erniedrigung gewisser Proteine in Phenol (8), (15). Schitzungen 
der verschiedenen Forscher, die sich dieser Methode bedienten, 
haben sich zwischen 200 und 600 bewegt. Sie vermuteten, 
dafi diese Werte die wahren Molekulargewichte der Einheiten 
eines groBen Molekiilgebiudes darstellen, das in Wasser stabil 
ist, aber in Phenol dissoziiert. Diese Ergebnisse wurden vor 
kurzem in einer Ubersicht zusammengestellt (7), in der auch 
die widerstreitenden Deutungen kritisch betrachtet wurden. 

Kine groBe Schwierigkeit ist es nun, eine solche Hypo- 
these mit den oben angefiihrten Analysen in Kinklang zu 
bringen. Man kénnte z. B. annehmen, daB diese Proteine in 
ungleiche Einheiten gespalten werden, die verschiedene Amino- 
siuren enthalten. Denn die Zusammensetzung gewisser Pro- 
teine aus Aminosiuren, die an Hand der kryoskopischen 
Methode erforscht wurde, ist sehr wohl bekannt als ein Er- 
sebnis neuer Arbeiten (4), (5), (6), (10), (11), (12), (16). 


Die prozentuale Zusammensetzung des Zeins, der Gelatine 
und des Caseins sind in Tab. III aufgefiihrt. Aus ihr und 
den Molekulargewichten, die in Tab. Il abgeleitet sind, wurde 
die molekulare Zusammensetzung dieser Proteine errechnet. 
Die Molekulargewichte, die mit Hilfe der kryoskopischen 
Methode geschiitzt wurden und die wohl die wahren Kinheiten 
darstellen, in die die Proteine in Phenol zerfallen kénnten nur 
Dipeptide, Tripeptide oder in wenigen Fiillen Molekiile dar- 
stellen, die eine etwas gréBere Zahl von Aminosiiuren ent- 
halten. Die groBe Zahl von verschiedenen Aminosiiuren, aus 
denen diese Proteine zusammengesetzt sind, machen es gleich- 
wohl gewiB, da diese Kinheiten aus verschiedenen Bestand- 
teilen zusammengesetzt sind. Es ist schwierig, sich einen 
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Mechanismus vorzustellen, durch den so viele verschiedenartige 
Einheiten sich wieder vereinigen, um das Ursprungsmolekii! 
zu bilden. 


Tabelle IIL. 


Die Zusammensetzung einiger Proteine aus Aminosiiuren. 

















Zusammensetzung des |} Molekulare Zusammen- 
— Proteins in Prozenten') | setzung des Proteins 
Aminosaure ait ‘nepal eae 
Zein | pon | Casein | Zein | — Casein 
Cystin .. «5... 0,75 | 0,16 | 0,25 3 1 2 
Tryptophan. . . . - | — 1,6 ~- —- 15 
Tyrosin . ... . ss 5,36 30 ? D7 
Histidin . . ws s 0,82 | 2,94 2.5 5 28 31 
Arginin. . ... 1,82 | 8,22 3,81 10 «771 42 
Ms 6% we SD — | 5,92 8,38 — 61 110 
Glykokoll . . . . — | 25,5 (0,45) — 510 (1) 
Alanin ..... 38 | 8,7 1,85 41 | 146 40) 
Phenylalanin . . . 7,6 | 1,4 3,88 44 13 45 
Pee. «6 ew 10 | 0,4 0,5 9 6 
ee 19 | — 7,98 56 — 130 
Leucin . . . . . | 250 | 7,1 9,7 | 188 | 81 | 142 
Prolin. . . 2... 9 | 95 8,7 75 | 124 | 145 
Hydroxyprolin. . . — | 14,1 023 | — | 161) 8 
Asparaginsiure SS ae 4,1 i388 |g 
é-Oxyglutaminsiiure. | 25 | — | 10,5 ‘| - | oe 
Glutaminsiure. . . | 31,3 | 5,8 21,77 | 204 59 ~~ 284 
Ammoniak . | 8,6 0,49 1,61 | 203 43 182%) 
Summe | 96,49 | 93,63 | 93,12 | 647 |1299 | 1239 


In dem Wunsch, den Widerstreit der beiden Ansichten 
iiber das Proteinmolekiil zu verstehen, machten wir uns daran. 


') Es ist gebriiuchlich, zur Errechnung des Prozentgehaltes das Ge- 
wicht der gefundenen Aminosiiure zu dem Gewicht des analysierten 
Proteine in Beziehung zu setzen. Man miiBte natiirlich das bei der | 
Hydrolyse von den Aminosiiuren aufgenommene Wasser dem Nenner | 
zuziihlen, um die wahre prozentuale Zusammensetzung zu erhalten. | 

*) Die Zahl der Ammoniakmolekiile ist zur Summe nicht zugeziihlt: | 
diese gibt also die Summe der Aminosiiuremolekiile wieder, soweit sie 
aus dem Protein isoliert wurden. 
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nochmals an 4 Proteinen, Gelatine, Zein, Casein und Gliadin, 
die Molekulargewichte mit Hilfe der kryoskopischen Methode 
in Phenol zu studieren. Diese Proteine wurden gewihlt, weil 
ihre Zusammensetzung besser bekannt ist als die irgendwelcher 
anderer Protemnme, und weil sie nicht rasch denaturiert (9 
werden. Alle vier wurden, sowohl von anderen Proteinen 
wie von Elektrolyten sorgfiltig gereinigt. 

Die Bestimmung des Molekulargewichts eines Proteins in 
wiBriger Lisung durch Gefrierpunktserniedrigung wird durch 
die Anwesenheit auch nur sehr kleiner Mengen von Salzen 
erschwert. Diese Einschrinkung gilt auch fiir nichtwiibrige 
Lisungsmittel; auBerdem beeintriichtigt die Anwesenheit ge- 
ringer Feuchtigkeitsmengen sehr stark die Ergebnisse. 

Zein wurde bei dieser Untersuchung als erstes Protein 
gewihlt, weil die geringe Zahl reaktiver Gruppen, die es ent- 
hilt (2), zu der Annahme fiihrte, dab es weniger hygroskopisch 
sel als viele andere Proteine. Eine Probe, die bei 100° 
3 Stunden im Vakuum getrocknet wurde, gab trotzdem in 
Phenol eine Gefrierpunktserniedrigung, die einem Molekular- 
gewicht von 1800—2200 entsprach. Ferner ergab eine Probe 
nach dem Trocknen durch Zerreiben des Proteins unter ab- 
solutem Ather mit anschlieBender 4 stiindiger Trocknung bei 
0,001 mm Druck-Hg ein scheinbares Molekulargewicht von 
4250. 

IU. 

Diese vorliufigen Versuche zeigten die Schwierigkeiten, 
die damit verbunden sind, Proteine von den letzten Spuren 
Wasser zu befreien. Deshalb wurde eine Methode zur Mole- 
kulargewichtsbestimmung in Phenol ersonnen, die durch ge- 
ringe Mengen Wasser nicht beeintriichtigt wird. Dies wurde 
erreicht durch Zugabe einer 2. Phase, bestehend aus frisch 
gepulvertem, getrocknetem Calciumchlorid. Dieser sittigende 
Kérper wurde eingefiihrt in der Annahme, dai, solange das 
System festes getrocknetes Calciumchlorid im Gleichgewicht 
mit hydratisiertem Calciumchlorid enthilt, der Erstarrungs- 
punkt unverindert bleibt, unabhingig ist von zugefiigtem 
Wasser und dem Dampfdruck der festen Phase entspricht. 


” 


‘ 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIX. 
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Die Versuche ergaben, daB ein solches System einen be- 
stimmten scharfen Schmelzpunkt hat; weit schirfer sogar als 
der von sorgfaltig gereinigtem Phenol. Um diese Tatsache zu 
beweisen, wurden kleine Quantititen Wasser diesem System 
zugefiigt. Der Erstarrungspunkt wurde unveriindert gefunden. 
Ungefiihr 10 com Wasser konnten einer Mischung von 20 ¢ 
Phenol und 4 g getrocknetem Calciumchlorid zugefiigt werden. 
ohne da der Erstarrungspunkt verindert wurde. Ein iln- 
liches Vorgehen wurde kiirzlich angewandt bei der Molekular- 
gewichtsbestimmung in erstarrendem Nitrobenzol; in diesem 
System bildete Natriumsulfat die feste Phase (1), (13). 


IV. 
Wenn Proteine dem System — trockenes Chlorcalcium. 
hydratisiertes Chlorcalcium + Phenol — zugefiigt wurden, trat 


kein meBbarer Wechsel im Erstarrungspunkt auf. Dies war 
der Fall mit sorgfiltig getrocknetem Zein und Gelatine. Wen 
nicht so sorgfiltig getrocknete Proben dieser Proteine unter- 
sucht wurden, wurde bei ungeniigender Anwesenheit von Chlor- 
calcium eine Erniedrigung des Erstarrungspunktes beobachtet. 
Hinzufigen von mebr Calciumchlorid hob immer den Er- 
starrungspunkt zum Ursprungswert. Der Versuch mit Zein 
erliiutert diese Krscheinung (Tab. [Vc). Im Zusammenhang mit 
der Anwendung dieser Methode bei ahnlichen Aufgaben muh 
ausdriicklich darauf hingewiesen werden, daB einerseits geniigend 
Chlorcalcium angewandt werden mu, um alles vorhandene 
Wasser zu binden, andererseits aber etwas Wasser vorhanden 
sein muB, um die hydratisierte Calciumchloridphase zu bilden. 

Um zu beweisen, daB die Proteine nicht durch das Chlor- 
calcium gefillt worden waren, wurde in einigen Versuchen die 
feste Phase durch Zentrifugicren abgetrennt und die tber- 
stehende Fliissigkeit in Ather gegossen. Auf diese Weise 
wurden reichliche Fillungen von Gelatine und Zein erhalten. 

Die Molekulargewichtsbestimmung des Naphthalins in dem 
Phenolchlorcalciumsystem zeigt die Giltigkeit der Methode 
(Tab. IV d). Bei dem Versuch, diese Methode zur Molekular- 
gewichtsbestimmung bei Aminosiiuren zu verwenden, begegneten 
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wir einer Schwierigkeit. Obgleich die erwartete anfingliche 
Senkung des Erstarrungspunktes eintrat, stieg er nach wenigen 
Minuten allmihlich zum Anfangswert. Diese Erscheinung trat 


auf bei p-Aminobenzoesiure, Benzamid und Arginin. Bei der 
p-Aminobenzoesiiure konnte gezeigt werden, daB der Kérper 


in die feste Phase iibergegangen war; die Phenolschicht ent- 
hielt namlich nur eine Spur, vermutlich infolge Dissoziation 
und Kuppelung (Veresterung?), mit @-Naphthol. Aus demselben 
Grund enthielt die feste Phase groBe Mengen von p-Amino- 
benzoesaure. 

Ks ist erwaihnenswert, daf nur wenige der natiirlich vor- 
kommenden Aminosiiuren in Phenol léslich sind, wiihrend viele 
Proteine sich rasch in diesem Liésungsmittel lésen. 


Tabelle IV. 
Kinige Bestimmungen yon Gefrierpunktserniedrigung in dem System 
Phenol + trockenes Calciumchlorid + hydratisiertes Calciumehlorid. 





Kalibrierung des Beckmannthermometers 40,35° C = 2,000° 





Ver- ag Erste Erstarrungs- 
such i Triibung punkt 
a) |15,0g Phenol 2g CaCl, . . . . . 2,008 ° 
1 Tropfen Wasser zugefiigt . 2,010° 2,000° 
b) [17,6 g Phenol 3g CaCl, 1,995° 1,990° 
0,30 ¢ Gelatine i ee 2,030° 2,005 ° 
1,08 g Gelatine auberdem Aibecnnsiaei’ 2,102° 2,005 ° 
¢) |28,3 g Phenol 4 g CaCl, 2,120° 2,070° 
1,00 ¢ Zein hieenaniias : 1,940° 1,920° 
4 g CaCl, auBerdem rn 2,080° 2,070° 
d) {28,6 g Phenol’) 6 g CaCl, 2,078 ° 2,062° 
0,313 g Naphthalin zugefiigt 1,450” 1,350° 
Gefrierpunktserniedrigung 0,712° 
Errechnetes Mol.-Gew. fiir Naphthalin 
Kk als 7200 angenommen = 108 
Theoretisches M. g. = 128 





SS SEE 


= 40,84°). Es mu8te ein Tropfen Wasser zugefiigt werden, um die 
hydratisierte CaCl,-Phase zu bilden und einen konstanten Erstarrungs- 
punkt zu erhalten. 


‘) Zur Anwendung kam ein besonders reines 
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Das Verhalten dieser Aminosiiuren veranlaBte uns zu 
einem besonderen Beweis dafiir, daB die zugefiigten Proteine 
wihrend der Bestimmung der Gefrierpunktserniedrigung quan- 
titativ in Liésung bleiben. Entsprechend dem SchluB iiber die 
Messungen mit Zein, tiber die in Tab. 1Vc berichtet ist, wurde 
das Proteingemisch ausgeschleudert, und ein aliquoter Teil des 
klaren iiberstehenden Phenols in Ather gegossen. Das Zein 
fiel aus, wurde abfiltriert, mit Ather gewaschen und der Nieder- 
schlag nach Kjeldahl auf Stickstoff untersucht. Wenn auch 
ein gewisser Anteil an Protein. vielleicht in dem analysierten 
aliquoten Teil nicht wiedergewonnen wurde, so enthielten doch 
11,27 g Phenol 22,9 mg Stickstoff als Ammoniak entsprechend 
0,14 ¢ Zein. Somit ist klar, daB 0,14 g Zein in 11,27 ¢ 
Phenol gelést eine Gefrierpunktserniedrigung verursachten, die 
weniger betrug als die Versuchsfehlergrenze. 

Setzt man diesen Fehler mit 0,01° C an, was sehr hoch 
gegriffen ist, so erhiilt man ein scheinbares Molekulargewicht 
fiir Zein von iiber 10000. Ahnliche Betrachtungen passen auf 
die Versuche mit anderen Proteinen. 

Deshalb sind wir zu dem SchiuB gezwungen, dab das 
Studium der Gefrierpunktserniedrigung von Proteinen in Phenol 
keinen Beweis fiir eine Dissoziation des Proteins in Ein- 
heiten von geringerem Molekulargewicht erbringt, und dab 
die wahren Molekulargewichte der Proteine in Phenol, wie 
in Wasser, die sind, die durch die oben angefiihrten ana- 
lytischen und physikalisch-chemischen Methoden aufgefunden 
wurden. 

Obwohl diese Methode offensichtlich nicht geeignet ist, 
die wahren Molekulargewichte der Proteine genau zu_be- 
stimmen, gibt sie eine eintache und genaue Moéglichkeit, Un- 
reinheiten bei der Darstellung eines Proteins zu bestimmen. 
Wenn die Gefrierpunktserniedrigung einer Proteinlésung oder 
auch eines Gewebes zuerst bestimmt wird in reinem Phenol 
und dann in dem System Phenol—Chlorcalcium, so ergibt sich 
aus der Differenz beider bestimmungen der Feuchtigkeitsgehalt 
des Proteins. 
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Untersuchungen iiber ¢-Amino-N-Carbonsdureanhydride. III. 
(Zur Kenntnis hohermolekularer Verbindungen.) 
Von 
F. Wessely und F. Sigmund. 


— 


(Aus dem II, chem, Univ.-Laboratorium und dem analytischen Univ.-Laboratorium Wien.) ! 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Juli 1926.) 


In der ersten Mitteilung’) wurde die EKinwirkung von 
Wasserdampf bei gewéhnlicher Temperatur auf Glycin-N-Carbon- 
siiureanhydrid beschrieben, bei der Produkte erhalten wurden, 
deren Analysenwerte den fiir ein Anhydrid des Glykokolls_ be- 
rechneten nahe liegen. Auf Grund der damaligen Erfahrung 
wurde die Meinung ausgesprochen, daf es sich entweder um 
ein Gemisch von hoéhermolekularen Anhydriden unbekannter 
Art mit Peptiden des Glykokolls oder um sehr hochmolekulare 
Glycinpeptide handeln kénnte. Eine weitere Untersuchung 
scheiterte damals an den sehr unangenehmen chemischen und 
physikalischen Kigenschaften der Wasserdampfzersetzungs- 
produkte. 

Ks war der Zweck der Untersuchungen, auf synthe- 
tischem Weg die Moglichkeit zur Darstellung héhermolekularer 
Anhydride aus Aminosiuren zu priifen, eme Aufgabe, die sich 
im Zusammenhang mit der von R. O. Herzog und anderen®) 


ed 





‘') Diese Untersuchung wurde im Kaiser Wilhelm-Institut fiir Faser- 
stoff-Chemie, Berlin-Dahlem, begonnen, dessen Direktor, Herrn Professor 
Dr. R. O. Herzog, wir fiir die Uberlassung von Mitteln zu groBem 
Danke verpflichtet sind. 

*) F. Wessely, Diese Zs. Bd. 146, 8. 72 (1925); dort auch die 
iiltere Literatur. 

5) R. O. Herzog, Diese Zs. Bd. 134, 8. 299 (1924); Abderhalden, 
Naturw. Bd. 12, 8. 716 (1924). 
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geduBerten Ansicht iiber die Zusammensetzung des Kiweibes 
ergab. 

Da die Untersuchung des Glycinderivates nicht weiter- 
fihrte, wandten wir uns anderen Carbonsaureanhydriden zu; 
wir fanden vorerst im Sarkosin-N-Carbonsiiureanhydrid einen 
Stoff, dessen Wasserdampfzersetzungsprodukt EKigenschaften 
zeigt, die eine naihere Untersuchung erlauben. Es ist natiir- 
lich unméglich, aus den bei diesem Carbonsiiureanhydrid er- 
haltenen Resultaten bindende Riickschliisse auf die Art der 
aus anderen Carbonsiiureanhydriden entstehenden Zersetzungs- 
produkte zu ziehen, da die einzelnen Carbonsiureanhydride 
sich in ihrem Verhalten mehr oder weniger stark voneinander 
unterscheiden. Beim Vergleich von Glycin-N-Carbonsiiure- 
anhydrid und Sarkosin-N-Carbonsiureanhydrid ergibt sich aber, 
daB beide mit Pyridin CO, abspalten’), eine Reaktion, der 
erhoéhte Bedeutung beizumessen ist, weil durch sie bewiesen 
wird, da durch die Substitution am Stickstoff durch CH, 
die Reaktionsfihigkeit des letztgenannten Carbonsiureanhydrids 
nicht wesentlich geindert wird. Aus den beiden Verbindungen 
entstehen bei dieser Reaktion anhydridartige hOhermolekulare 
Kérper, worauf beim Glycinderivat dessen Léslichkeitseigen- 
schaften schlieBen lassen. Beim Sarkosin-N-Carbonsiiure- 
anhydrid wurde das Vorliegen hohermolekularer Verbindungen 
durch Molekulargewichtsbestimmungen bewiesen. 

Wir halten uns also fiir berechtigt, die beim Sarkosin-N- 
Carbonsiureanhydrid gewonnenen Ergebnisse als Wegweiser 
fiir die Untersuchung der anderen aus Carbonsiiuranhydriden 
entstehenden, héhermolekularen Verbindungen zu beniitzen. 

Aus Sarkosin-N-Carbonsiureanhydrid hat sich nach 
der Behandlung mit Wasserdampf und _ nachherigem 
Trocknen ein sehr hygroskopischer, mikroskopisch amorpher 
Kérper (Substanz A) gebildet, der keine abspaltbare Kohlen- 
siure mehr enthalt. Die Gewichtsabnahme des getrockneten 
Kérpers A betrigt 34,97—35,99°/, der Kinwage an Carbon- 
siureanhydrid (vgl. Versuchsteil I). Durch einen gesonderten 


') F. Sigmund u. F. Wessely, Diese Zs. Bd. 157, 5. 91 (1926). 


he 


Megs Re - 
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Versuch wurde festgestellt, daB aus Sarkosincarbonsaure- 
anhydrid durch Wasser CO, quantitativ abgespalten wird, wo- 
fiir sich 38,23°/, Gewichtsabnahme berechnen. 

Das Molekulargewicht von A wurde einerseits naci) 
Barger-Rast in wiBriger Lisung, andererseits kryoskopisch 
in Phenol bestimmt (vgl. Versuchsteil IJ). Nach der ersten 
Methode wurden das Molekulargewicht zu 411, 380, 616 und 
305 < M < 610 gefunden. Die Ubereinstimmung der einzelnen 
Werte ist nicht gut. Es wird im experimentellen Teil niher 
dariiber berichtet. In schmelzendem Phenol wurde das Mole- 
kulargewicht zu 350 gefunden. 

Die Substanz A wurde der Sublimation unter- 
worfen (vgl. Versuchsteil III). Es konnte dabei eine praktisch 
volliige Trennung in bekannte Substanzen erreicht werden. Ks 
wurden gefunden: 85,7°/) Sarkosinanhydrid, 7,2°/, Sar- 


/ 
} 


kosin, 2,6°/, Wasser neben 4,5°/, unsublimierbarem Riick- 
stand. Die erhaltenen Produkte sind nicht mehr identisch mit 
dem Ausgangsmaterial vor der Sublimation, sondern sie ver- 
danken teilweise ihre Entstehung einer bei dieser Operation 
elntretenden Zerlegung. 

Behandelt man A mit Ather—Chloroform (vgl. Ver- 
suchsteil IV), so wurden 5°/, Sarkosinanhydrid in der Ather— 
Chloroformlésung gefunden. Diese Trennungsmethode ist keines- 
wegs quantitativ, so daB der Gehalt an freiem Sarkosinanhydrid 
in A etwas héher sein diirfte, doch nicht wesentlich, da die 
sonstigen Eigenschaften von A dagegen sprechen. Der in 
Ather—Chloroform unlésliche Anteil (Substanz B) ergab nach 
Barger-Rast folgende Werte fir das Molekulargewicht: 
M = 486; 482 < M < 642; M > 1000. 

Unterwirft man B der Sublimation, so tritt eben- 
falls Zerlegung in Sarkosinanhydrid ein. 

Aus diesen experimentellen Resultaten ergibt sich folgendes: 
Die Substanz A ist nicht einheitlich; sie enthilt 
4°), Sarkosinanhydrid und 7,2°/, Sarkosin priformiert. 

Die Bildung der Aminosiiure aus Carbonsiiureanhydrid ist, wie in 
der ersten Mitteilung bewiesen wurde, an die Gegenwart eines gréberen 
Wasseriiberschusses gebunden. Is kann nun in dem hier untersuchten 
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Falle wegen der groben Hygroskopizitét des Reaktionsproduktes an 
der Oberfliiche noch unzersetzten Carbonsiureanhydrides leicht zu 
einer fiir die Aminosiurebildung hinreichenden Wasserkonzentration 
kommen. 

Weitaus der gréBte Teil von A ist aber eine un- 
bekannte Verbindung, deren Hinheitlichkeit noch nicht er- 
wiesen ist. Uber ihre Kigenschaften kann folgendes ausgesagt 
werden: Ihr Molekulargewicht in schmelzendem Phenol muf 
sréBer als 350 sein, da ja dieser mit der Substanz A experi- 
mentell bestimmte Wert durch die oben genannten Bei- 
mengungen niedrigeren Molekulargewichts (Sarkosin M = 89, 
Sarkosinanhydrid M = 142) herabgesetzt wird. Sie ist stark 
hygroskopisch und zerfallt bei der Sublimation in Sar- 
kosinanhydrid. Besonders dieser letzte Umstand macht es 
unwahrscheinlich, daB das unbekannte Produkt em Gemisch 
strukturell sehr verschiedener Verbindungen darstellt. 

Uber die Konstitution dieser Koérper laBt sich nun folgen- 
des schlieBen: Unter Beriicksichtigung des gefundenen Ge- 
wichtsverlustes von etwa 35,5°/, miissen neben der durch den 
Befund von Sarkosin nachgewiesenen Reaktion: 

H 
CH,-N-CH,-CO + H,O —-> CH,+N-CH,-COOH + CO,, 
bo- = 
wofiir sich 22,5°/, Gewichtsverlust berechnen, hauptsichlich Ke- 
aktionen eintreten, die ohne oder nur unter sehr geringer Wasser- 
aufnahme durch die durch CO,-Abspaltung aus dem Carbon- 
siiureanhydrid freiwerdenden Reste, N(CH,)-CH,-CO, verlaufen. 
Yi \ 


Es kommt zunichst die Anhydridbildung in Frage die nach 
dem Schema 


n CH,-N-CH,-CO + H,O —> [om x ot + nO, + HO, 
| ‘eA 


| 
CO——O CO 





Jn 


verliuft und fiir die sich 38,23°/, Gewichtsverlust berechnen. 
Tritt diese Reaktion in tiberwiegendem MaBe ein, so miissen 
wir dem Hauptbestandteil von A die allgemeine Forme] eines 
héhermolekularen Sarkosinanhydrides, 
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CH,-N—-CH, 
n>? M > 3050, 
n 


zuschreiben. 
Als weitere Méglichkeit ergibt sich die Polypeptidbildung, 
z. B. 


6CH,-N-CH,-CO + H,O ——> 
| | 


CcoO——O 
CH,-NH-CH,CO- [(CH,)-N-CH,-CO],- N(CH,)-CH,-COOH + 6Co, 


M = 388. 


Fiir die Bildung des Pentagarkosylsarkosins berechnet 
sich eine Gewichtsabnahme von 35,7°/,. Dieser oder ein iihn- 
licher Reaktionsverlauf kénnte also ebenfalls das gefundene 
Molekulargewicht von A und den beobachteten Gewichtsverlust 
erkliiren. 

Ks fragt sich nun, ob das Verhalten bei der Sublimation, 
bei der der héhermolekulare Kérper in Sarkosinanhydrid zer- 
fallt, eine Moéglichkeit zur Entscheidung zwischen den beiden 
letztgenannten Reaktionsfolgen bietet. 

Ks gibt in der Literatur kein Beispiel, daB ein hoéheres 
Peptid ohne Anwendung eines Liésungsmittels unter Wasser- 





abspaltung und Sprengung der — CO NH-Bindung, in unseren 
Falle z. B. nach folgendem Schema: 


I1| CH,-N-CH,-CO- N(CH,)-CH, -CO : (N(CH,)-CH, -CO], | N(CH,): 
j 


/CO—CH,, | 
CH,-CO-N(CH,)CH,-CO| OH ——> 3CH,-N¢ ‘NCH, + H,0| 
\CH.—CO” | 


glatt in Dioxopiperazin zerfallt.’) 

Kine experimentelle Priifung dieser Reaktion konnten wir 
einstweilen nicht durchfiihren und da auch fir eine hoher- 
molekulare Anhydridverbindung, die bei der Sublimation in 
monomeres Dioxopiperazin zerfallt, jede Analogie fehlt, kénnen 
wir gegenwirtig zwischen dem Anhydrid- oder Polypeptid- 

‘) Das bei der Sublimation gefundene Wasser muf nicht einer der- 
artigen Reaktion entstammen, sondern kann von Sarkosylsarkosin, dessen 


Entstehung und Ubergang in Dioxopiperazin bei der Sublimation még- 
lich ist, herriihren. 








ie 
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charakter der in A im wesentlichen enthaltenen, hédhermole- 
kularen Verbindung keine sichere Entscheidung treffen. 

Es erscheint uns aber aus verschiedenen Griinden die 
Annahme, daB8B héhermolekulare Anhydridverbindungen vor- 
liegen, plausibler, doch kénnen wir das nur mit dem Vor- 
behalt aussprechen, den eine Arbeitshypothese nétig macht. 

Wir kommen damit auf die schon von Leuchs}), jedoch 
nur auf Grund duberer Merkmale geschlossene Struktur dieser 
Zersetzungsprodukte zuriick. 


Ks erscheint uns im Hinblick auf hier noch nicht naher zu 
erdrternde Gedankengiinge iiber den Reaktionsverlauf nicht un- 
wichtig, noch auf folgenden Punkt hinzuweisen. In A wurde 
priformiertes Sarkosinanhydrid gefunden; wir kénnen aus dieser 
‘atsache entnehmen, da’ das Carbonsiureanhydrid, mit Wasser- 
dampf behandelt, auch zur Bildung monomeren Dioxopiper- 
azins neigt. Doch miissen wir hier noch den Vorbehalt machen, 
daB es noch nicht voéllig sicher ist, daB in der noch nicht ge- 
trockneten Substanz A schon das Dioxopiperazin enthalten ist, 
da es einige Beispiele gibt’), da& Dipeptide beim Trocknen 
unterhalb ihres Schmelzpunktes Wasser unter Bildung von 
Dioxopiperazin abspalten. 

Es erscheint diese Méglichkeit in unserem Falle sehr un- 
wahrscheinlich, da bei der Trocknung von A trotz der groBen 
Hygroskopizitat und des amorphen Charakters bei 20° und 
0.5 mm in 24 Stunden konstantes Gewicht, das sich auch bei 
50° nicht inderte, erzielt werden konnte. Jedenfalls sind Ver- 
suche angestellt, die das Verhalten von Sarkosylsarkosin in 
dieser Richtung priifen sollen. 

An Hand eines umfangreicheren Versuchsmaterials hoffen 


1) Leuchs, Chem. Ber. Bd. 39, 8. 857 (1906); Leuchs nennt die 
die yon ihm erhaltenen Verbindungen ,,Polymere Anhydride“. Wir 
lassen die Bezeichnung ,,polymer“ mit Absicht weg, da ja mit dieser 
Bezeichnung bestimmte Annahmen iiber die Verkniipfung der monomeren 
Grundsubstanz verbunden sind, woriiber wir aber gegenwirtig noch 
nichts aussagen kénnen. 

*) Z. B. entsteht aus 1-Leucyl-l-leucin das entsprechende Dioxo- 
piperazin, E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 39, S. 2893 (1906). 
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wir der Frage nach der Natur der héhermolekularen Kérpey 
naherzukommen, als es bis jetzt méglich war. 

Wir haben im Zusammenhange mit den _beschriebency 
Versuchen auch das Verhalten des in der 1. Mitteilung be- 
schriebenen Zersetzungsproduktes aus Glycin-N-Carbonsiure- 
anhydrid bei der Sublimation untersucht. Hier war kein 
Sublimat zu erhalten. Es scheint also die Substitution des 
Stickstofis durch CH,, wie schon erwihnt, nicht das Verhalten 
des Carbonsiiureanhydrides bei der Zersetzung, wohl aber den 
Charakter des dabei entstandenen Reaktionsproduktes zu be- 
einflussen. Dieser mu aber nicht durch eine prinzipielle 
strukturelle Verschiedenheit bedingt sein, sondern kann in 
einer gréBeren bestiindigkeit des Glycinproduktes gegen De- 
struktion legen, die durch einen festeren Zusammenhalt der 
Bauelemente in der héhermolekularen Verbindung verursacht ist. 

Bei Verwendung von Wasser als zersetzendes Mittel ist 
immer auch mit der Bildung von Aminosiure bzw. Peptiden 
zu rechnen; bei EKinwirkung von Pyridin schien die Méglich- 
keit einer Substitutionsreaktion ausgeschlossen. Ks wurde daher 
mit der Untersuchung der Pyridinzersetzungsprodukte von 
Sarkosin- und Glycin-N-Carbousiiureanhydrid begonnen. 

Aus ersterem entsteht eine amorphe, hygroskopische Sub- 
stanz, die nach méglichst vollstindiger Entfernung des auferst 
hartnickig zuriickgehaltenen Pyridins die Zusammensetzung 
eines Anhydrids des Sarkosins zeigt. Wir wollen noch 
weitere Versuche mit mehr Material, die eine Reinigung und 
eine Bestimmung der abgespaltenen Menge CO, ermdglichen 
sollen, abwarten, ehe wir mit voélliger Sicherheit das Vorliegen 
reiner Anhydridverbindungen 


CH, 
Lon, NC ! | 
‘co J, 


behaupten. Doch sind wir auf Grund der bisherigen Resultate 
der Meinung, daB auf diesem Wege eine Reindarstellung solcher 
Verbindungen méglich ist. Ebenso werden sich erst dann 
Folgerungen aus dem unterschiedlichen Verhalten des Pyridin- 
und Wasserdampfzersetzungsproduktes aus Sarkosin-N-Carbou- 
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siureanhydrid bei der Sublimation und der Molekulargewichts- 
bestimmung ziehen lassen. 

Ersteres ergibt niimlich bei der Sublimation nur 20°/, Sar- 
kosinanhydrid?) und das bei einer wesentlich héheren Tempe- 
ratur. Dadurch scheint einerseits nachgewiesen, daB das Pyridin- 
zersetzungsprodukt nicht einheitlich ist und andererseits, dab 
die vorliegenden Verbindungen von dem hochmolekularen Wasser- 
dampfzersetzungsprodukt verschieden sind. Das Molekular- 
gewicht des Pyridinzersetzungsproduktes in schmelzendem Phe- 
nol wurde zu 630, in Wasser nach Barger-Rast bedeutend 
héher gefunden. Ob die Verschiedenheit der nach den beiden 
Methoden bestimmten Molekulargewichte auf eine geringere 
Aufteilung oder andere Ursachen zuriickzufiihren ist, kann nach 
den bisherigen Versuchen noch nicht entschieden werden. 

Das Pyridinzersetzungsprodukt aus Glycin-N-Carbonsiure- 
anhydrid zeigt ebenfalls die fiir ein Anhydrid berechnete 
Zusammensetzung. Kine Molekulargewichtsbestimmung war 
wegen seiner Unldéslichkeit ausgeschlossen, ebensowenig ergehen 
Sublimationsversuche ein positives Resultat. 


Zusammenfassung. 

1. Durch die Einwirkung von Wasserdampf bei Zimmer- 
temperatur auf Sarkosin-N-Carbonsiiureanhydrid entsteht neben 
Sarkosin und Sarkosinanhydrid eine Verbindung, deren Ein- 
heitlichkeit noch nicht erwiesen ist. Ihr Molekulargewicht in 
schmelzendem Phenol ist gréBer als 350. Bei der Sublimation 
zerfillt diese Verbindung in Sarkosinanhydrid. Es wird die 
Vermutung ausgesprochen, da8B der hihermolekulare 
Kérper eine anhydridartige Verbindung des Sarkosins 
von noch unbekannter Konstitution seu. 

2, Durch Einwirkung von Pyridin auf Sarkosin-N-Carbon- 
siiureanhydrid bei Zimmertemperatur entsteht eine Verbindung, 
welche die Zusammensetzung eines Sarkosinanhydrids 
zeigt und in schmelzendem Phenol das Molekular- 
gsewicht von 630 hat. Die Verbindung diirfte nicht einheitlich 


1!) Kinmal erhielten wir auch 41,5°/, Sarkosinanhydrid. 
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sein und ist zumindest zum GroBteil mit dem bei der Wasserdam)}. 
zersetzung erhaltenen héhermolekularen Kérper nicht identisc)), 

3. Den Higenschaften der Pyridin- und Wasserdampi- 
zersetzungsprodukte aus Glycin-N-Carbonsiureanhydrid nacl) 
zu schlieBen, miissen diese ebenfalls héhermolekulare Kérper 
enthalten. Ersteres zeigt auch die Zusammensetzung eines 
(zlycinanhydrides. Sie sind gegen die bisher versuchten Hingrifle 
widerstandsfaihiger als die entsprechenden Produkte des Sar- 
kosins. Dies mu8 nicht in einer prinzipiell verschiedenen Aui- 
bauart begriindet sein, sondern kann darin liegen, daB der 
Komplex aus —NH-CH,-CO-Resten gegeniihber dem aus 
—(CH,)N-CH,-CO-Resten bei sonst gleichem Bau mehr ver- 
festigt ist. 

Versuchsteil. 





Zersetzung von Sarkosin-N-Carbonsaureanhydrid durch 
Wasserdampf. 


I. Trocknung und Bestimmung des Gewichtsverlustes. 


Ks wurde eine gewogene Menge in einem entsprechenden 
(sefiB bei Zimmertemperatur (etwa 20°) iiber destilliertem 
Wasser stehen gelassen. Die Zersetzung dauerte etwa 3 Tage. 
Die Substanz zieht mit fortschreitender Zersetzung immer bhe- 
gieriger Wasser an, so da beim Ende der Zersetzung sich 
eine klare, auBerst viscose Lisung des Zersetzungsproduktes 
in Wasser gebildet hatte. Die Trocknungsdauer und die Be- 
dingungen sind bei den folgenden Versuchen angegeben. 


Versuch a. 
Angewandt 0,2159 g Carbonsiureanhydrid:; getrocknet wurde iiber 
P,O, bei 20—25° und 0,5 mm. 
nach 2 Stdn. wurden 0,0742 g, d. i. 34,37°/, der Einwage cee nT ene 


9» 8 4 ” 0,0767 8) 9 35,53°/9 y* ” 

‘ cefunden. 

55 36s, ” 0,0777 g, 35,99°/, ” ” r 
Weiterhin blieb das Gewicht konstant. 


Versuch b. 


Angewandt 0,5735 g; getrocknet tiber P,O; bei 20° und 0,5 mm. 
Nach 24 Stunden wurden 0,2026 g, d.i. 35,33°/, Gewichtsabnahme ge- 
funden. Die so getrocknete Substanz nahm bei 50° und 0,5 mm nicht 
mehr an Gewicht ab. 








CT 


st 
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Versuch e. 

Angewandt 0,2805 g; getrocknet iiber P,O, bei 50° und 10 mui. 
(tewichtskonstanz trat bei einem Gewichtsverlust von 0,0991 g, d. i. 
35,33°/, ein. 

Versuch d. 

Angewandt 0,9255 g; getrocknet wie bei Versuch ¢. Gewichtsverlust 
0,3236 g, d. i. 34,97. 

Versuch e. 

Angewandt 0,1576 g¢; getrocknet wie bei Versuch c. Gewichtsverlust 
0,0556 g, d. i. 35,28. 

Der eingetretene Gewichtsverlust ist nicht konstant; die 
relativ geringen Schwankungen erkliren sich wohl durch die 
nicht genau reproduzierbaren Bedingungen bei der Zersetzung, 
so vor allem durch geringe Schwankungen der ‘l’emperatur, 
die auf die Konzentration des Wassers an der Oberfliiche des 
Carbonsiiureanhydrids von KinfluB ist. 

Die Kohlensiure wird aus dem Carbonsiiureanhydrid quan- 
titativ abgespalten. 

0,1097 g wurden im CO,-Bestimmungsapparat mit 10 cem Wasser 
iibergossen, 

Gef. 0,0415 g CO,, d. i. 37,83°/, der Einwage 
Ber. 38,23°/9 55 - 

Der nach dem ‘T'rocknen bei Versuch a—e zuriickbleibende 
Kérper A enthalt keine abspaltbare Kohlensiure mehr. [Kr 
ist mikroskopisch amorph und iuBerst hygroskopisch, leicht 
léslich in Wasser, etwas weniger leicht in Alkohol, Chloroform 
und Phenol. 

6,246 mg Substanz (A) des Versuches Ib gaben 11,00 mg CO, und 
3,95 mg H,O. 

Gef. C 48,05°%, H 7,08°),. 


Il. Molekulargewichtsbestimmungen. 
a) In wiBriger Lésung nach Barger-Rast. 
Als Vergleichslésung wurde eine wiibrige Lisung von 
Glykokoll angewandt. 


Versuch 1. 


7,761 mg Substanz A in 63,48 mg H,O. Isotonie lag zwischen 0,2 
und 0,4 n. 


i 
+ 
: 
' 
' 
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Versuch 2. 











5,842 mg Substanz A in 56,840 mg H,0. Isotonie lag bei 0,25 n 





























Versuch 8. 
5,324 mg Substanz A in 43,230 mg H,O. Isotonie lag bei 0,2 n. 


Versuch 4. 
9,887 mg Substanz A in 43,680 mg H,O. Isotonie lag bei 0,6 n. 
Die Kinwagen zu Versuch 1 und 2 stammen aus dem 
Zersetzungsversuch [e und wurden bei 50° und 0,5 mm ve- 
trocknet; die der Versuche 3 und 4 waren dem Zersetzungs- 
versuche Ib entnommen und bei 20° und 0,5 mm getrocknet. 
Ks wurden demnach folgende Molekulargewichte gefunden: 


Versuch 1: 305 < M < 610, 


re 2: M= 411 
” 8: M = 616 
Pn 4: M = 880. 


Bei einem nicht niher beschriebenen Versuch fanden wir 
ein Molekulargewicht von 800. 

Wir haben uns selbstverstiindlich davon iiberzeugt, dat 
das Verfahren nach Barger-Rast bei der Bestimmung des 
Molekulargewichts bekannter Sarkosinderivate richtige Werte 
gibt. So wurde das Molekulargewicht von Sarkosinanhydrid 
und von Sarkosin richtig gefunden.?) 

7,297 mg Sarkosin in 59,200 mg H,O. Isotonie lag bei 1,4 n. 

M Ber. 89,1 Gef. 88,04. 

6,960 mg Sarkosinanhydrid in 58,230 mg H,O. Isotonie lag zwischen 
0,8 und 1 n. 

M Ber. 142 Gef. 149 ->M > 119. 

Die bei der Molekulargewichtsbestimmung der Substanz A 
beobachteten groBen Schwankungen beruhen also nicht auf der 
prinzipiellen Unbrauchbarkeit der Methode fiir unseren Fall. 
Es werden Versuche angestellt, die diese Erscheinung, wie wir 
sie iihnlich bei der Molekulargewichtsbestimmung des im _fol- 
genden beschriebenen Koérpers B und des Pyridinzersetzungs- 
produktes beobachtet haben, aufkliiren sollen. Jedenfalls wird 


') Als Vergleichslésung verwendeten wir die gleichen oben ver- 
wendeten Glykokollisungen. 








iY 
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dadurch die im theoretischen Teil gezogene SchluBfolgerung, 
daB héher molekulare Komplexe vorliegen, nicht berihrt, weil 
auch der niedrigste, der nach Barger-Rast gefundenen Werte 
und vor allem das Molekulargewicht in schmelzendem Phenol 
fiir sie sprechen. 

b) Kryoskopische Bestimmung in Phenol. 

0,1643 g Substanz aus Versuch Ib, in 15,28 g Phenol geldést, er- 
gaben eine Erniedrigung des Gefrierpunktes von 0,222°. 

Gef. M 348,8°/,. 

Zur Auflisung der EKinwage wurde etwa '/, Stunde aut 

50° erwarmt. 
Ill. Sublimation. 


Nach mehreren Vorversuchen mit dem Koérper A des Ver- 
suches Ia, die die glatte Sublimierbarkeit zeigten und uns 
AufschluB iiber die einzuhaltende Temperatur gaben, wurde 
mit der Substanz A des Versuches Ic ein quantitativ ge- 
leiteter Sublimativonsversuch durchgefiihrt.!) Es wurde das ent- 
weichende Wasser, das Sublimat und der Riickstand bestimmt. ’) 
sei den Vorversuchen zeigte es sich, daB bis 110° unter 10 mm 
Druck nur sehr wenig iibergeht. Steigert man die Temperatur, 
so tritt bei etwa 140° Badtemperatur teilweises Schmelzen 
unter Aufschiumen ein und die Sublimation wird sehr lebhaft. 

Die quantitative Sublimation wurde deshalb bei 140° bis 
150° durchgefiihrt und war in 6 Stunden beendet. Die Er- 
scheinungen waren die gleichen, wie bei den Vorversuchen. 

Ks wurde gefunden: 

0,1707 g Sublimat bis 150° = 94,1°/, 
0,0047 g Wasser oe 2.50°), 
_0,0080 g unsubl. Riickst. = aay), J 
0,1834 g 101,10°/, 
Gewicht von 
A des Vers. Le, 
vor der Subli- 
mation: 0,1814 g 
4 = + 0,0020 g 


| des gewogenen 


Kérpers A 


') Das Carbonsiureanhydrid war schon im Sublimationsapparat zer- 
setzt worden. 
*) Bei der quantitativen Sublimation war durch Hg-Verschliisse fiir 
die Dichtigkeit der Apparatur gesorgt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIX. 8 
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Das so gewonnene Sublimat schmolz zum gréBten Teil 
bei 145—147°, doch waren in der Schmelze noch ungeliste 
Teilchen zu sehen, die erst gegen 200° unter Blasenwerfen 
schmolzen. 

2,473 mg Substanz gaben 0,425 ecm N-Gas bei 20° und 746 mm. 

Gef. N 19,67°%,. 

Nach dem Schmelzpunkt und dem N-Gehalt schien in der 
Hauptmenge Sarkosinanhydrid vorzuliegen. Die Verunreinigung 
erwies sich als Sarkosin. Es wurde festgestellt, daB Sarkosin- 
anhydrid unter 10 mm Druck bei 100—110° sublimiert, Sar- 
kosin hingegen nur spurenweise; lebhafter wird dessen Subli- 
mation erst bei 150° 

Es wurde also das erste Sublimat einer erneuerten frak- 
tionierten Sublimation unterworfen. 

Es wurde gefunden: 

0,1556 g Sublimat bis 110° in 2 Fraktionen geteilt, 


0,0131 g me 150—160°, 
0,0018 g Riieckstand unsublimierbar, 


0,1705 g gegen die angewandte Menge von 0,1707 g.') 


Wasser wurde nicht gefunden. In Prozenten ausgedriickt, be- 
triigt das Sublimat bis 110° 85,78°/,, das von 150—160° er- 
haltene Sublimat 7,22°/, der EKinwage von A (0,1814 g). 

Die erste Fraktion des zwischen 100 und 110° iiber- 
gegangenen Anteils erwies sich nach Analyse und Schmelz- 
punkt als reines Sarkosinanhydrid. Beim Erhitzen im Capillar- 
rohr tritt bei 145° Erweichen, bei 147° (unkorr.) klares 
Schmelzen ein. 

4,801 mg Substanz gaben 8,880 mg CO, und 3,07 mg H,0. 


2,792 mg = 55  0,478eem N-Gas bei 21° u, 747 mm Druck. 
Fiir C,H,,.N,0, Ber. C 50,68°/,, H 7,09 %/, N 19,72 % 
Gef. ,, 50,46 G15 , 19,54 


/ 


Der zweiten Fraktion war nach der Analyse (C 50,0°/,, 
H 6,7°/,), wenig Sarkosin beigemengt. Der Schmelzpunkt war 
wie bei Fraktion I). 





1) Es wurden nur 0,1514 g des ersten Sublimates resublimiert. Die 
experimentell gefundenen Zahlen wurden auf das ganze erste Sublimat 
0,1707 g umgerechnet, 





; 
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ell Ks wird sich also die Menge Sarkosins unwesentlich er- 

ne héhen. 

ie Die Fraktion 150—160° war reines Sarkosin. Die Sub- 
stanz schmolz bei 208—209° (unkorr.) unter Zersetzung. Der 

m, Mischschmelzpunkt mit sublimiertem Sarkosin, von dessen 
Reinheit wir uns durch eine N-Analyse iiberzeugt hatten, lag 

ler bei 208° (unkorr.) unter Zersetzung. 

ng 


2,228 mg Substanz des Sublimats 150—160° gaben 0,301 cem N-Gas 
bei 18° und 755 mm. 
- 2 Fiir C,H,NO, Ber. N 15,74°/o 
li. Gef. ,, 15,74 
Dem bei beiden Sublimationen in sehr geringer Menge 
zuriickbleibenden unsublimierbaren Rest kommt keine nennens- "1 
werte Bedeutung zu, da er seine Bildung einer geringen Zer- 
setzung bei der Sublimation verdanken diirfte. 


IV. Versuch zur Isolierung priformierten Sarkosin- 
anhydrids. 


7” - Das Zersetzungsprodukt des Versuchs Id wurde bei 
Zimmertemperatur mit 10 ccm Chloroform iibergossen, wobei 
fast alles in Lésung ging. Von einem geringen Riickstand 
wurde abfiltriert und die Chloroformlésung mit 40 Vol.-Prozent 
absoluten Athers versetzt. Die entstandene amorphe Fillung 
ist iuBerst hygroskopisch und muBte unter vélligem Feuchtigkeits- 
ausschlu8 filtriert werden. Die Auflésung in Chloroform und | 
Fillung mit Ather wurde 2 mal wiederholt, bis beim Abdampfen | 
des Chloroform—Athergemisches kein krystallinischer Riickstand et 
hinterblieb. Die vereinigten Lésungen ergaben beim Abdunsten 
0,03 g einer schwach gelb gefirbten Substanz, die die Krystall- 
form des Dioxopiperazins, den Schmelzp. 145° zeigte und nicht : 
jor mehr hygroskopisch war. Durch Sublimation bei 90° und | 
10 mm Druck wurden weife Krystalle erhalten, die bei 145° 

erweichten und bei 147° klar geschmolzen waren. Auch die | 
Analyse bestiitigte das Vorliegen von Sarkosinanhydrid. 


ee eee ow 


ie 
rat 3,320 mg Substanz gaben 0,569 cem N-Gas bei 20° und 740 mm. 


Ber. N 19,72°/, Gef. N 19,44). 
g* 
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Es wurde schon im theoretischen Teil erwihnt, daB diese 
Trennungsmethode sicher nicht quantitativ ist, doch konnten 
wir bei den geringen, fiir uns kostbaren Substanzmengen keine 
weiteren Versuche ausfihren. 

Der Riickstand der Ather—Chloroformfillung (Substanz B 
ist noch viel hygroskopischer als das Rohprodukt A und zer- 
flieBt sofort an der Luft. Infolge der geringen, uns zur Ver- 
fiigung stehenden Menge, bestimmten wir das Molekulargewicht 
nur nach Barger-Rast in wiBriger Lésung. Dazu war dic 
Substanz bei 50° und 0,5 mm getrocknet. 

Als Vergleichslésung diente eine Lisung von Glykokol! 
in Wasser. 

Versuch 1. 


242 mg in 74,490 mg Wasser; Isotonie lag bei 0,2 n. 


Versuch 2, 


5,735 mg in 59,560 mg Wasser; Isotonie lag zwischen 0,2 u. 0,15 n. 


Versuch 3. 
6,118 mg in 60,490 mg Wasser; Isotonie lag unter 0,1 n. 
Demnach wurde gefunden: 
1. M = 486. 
2. 482 < M < 642. 
3. M > 1010. 
is gilt hier dasselbe, was iiber die Molekulargewichts- 
bestimmungen nach Barger-Rast auf 8. 112 erwihnt wurde. 
Jedenfalls erweisen auch diese Bestimmungen, daB die Sub- 
stanz B in Wasser nicht bis zu den bei der Sublimation aut- 
zufindenden Bestandteilen aufgeteilt wird. Denn auch bei der 
Sublimation von B erhielten wir unter denselben Bedingungen 
wie bei A Sarkosinanhydrid, das wir durch Schmelzpunkt und 
Analyse identifizieren konnten. 


Zersetzung der w-Amino-N-Carbonsaureanhydride durch Pyridin. 


Reinstes Pyridin, dessen Darstellung und Reinigung wir 
friiher beschrieben haben’), wurde unter peinlichstem Feuchtigkeits- 


') F. Sigmund u. F. Wessely, Unters. ittber Amino-N-Carbon- 
siureanhydride. Diese Zs. Bd. 157, 8. 91 (1926). 





Metro ani re 
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ausschluB zu Sarkosin-N-Carbonsiureanhydrid destilliert. Es 
tritt bei Zimmertemperatur zuerst Lésung ein, nach etwa !/, 
bis 3/, Stunden beginnt die Kohlensiiureentwicklung. Nach 3 
bis 6stiindigem Stehen wurde bei Zimmertemperatur die Haupt- 
menge des Pyridins iiber H,SO, im Vakuum entfernt. Die 
zuriickgebliebene amorphe Substanz riecht noch nach Pyridin, 
das durch Trocknen bei Zimmertemperatur oder Extraktion 
mit Ather nicht entfernt werden konnte. LErst durch Erhitzen 
auf 120—130° im Vakuum, wobei sich die Substanz stark 
aufbliht, kann das Pyridin fast véllig ausgetrieben werden. 
Wer K6rper scheint jedoch auch dann noch sehr geringe Mengen 
Pyridin zu enthalten. 

Die Substanz ist sehwach gelblich gefiirbt, leicht léslich 
in Wasser, Alkohol, schwerer in Chloroform, Pyridin und 
Phenol. Sie ist etwas weniger hygroskopisch als Substanz A 
und B. Durch Ather ist nichts extrahierbar. Beim Erhitzen 
im Capillarrohr schmilzt die Substanz zwischen 200 und 240” 
unter Zersetzung. 

Zur Analyse wurde das Priiparat auBerdem bei 100° und 
0,5 mm 1 Stunde nachgetrocknet. 


Priparat a. 
6,006 mg Substanz gaben 11,130 mg CO,, 3,97 mg H,0O. 
5,928 mg 7 » 10,920 mg CO,, 3,92 mg H,0. 


Priparat b. 


6,149 ng Substanz gaben 11,390 mg CO,, 3,76 mg H,O. 


3,286 mg ‘ ” 0,569 cem N-Gas bei 21° und 744 mm. 
3,184 mg - 0,644 ccm —,, » oo » 4t mm. 


Fiir (C,H,NO)}, Ber. C 50,66°/, H 7,099), N 19,72°/, 


Priiparat a. Get. ,, 50,55 vy. te 
9 30,25 > 1,40 
Priiparat b. » 50,53 ,» 6,84 , 19,64 19,36 


Molekulargewichtsbestimmungen: 


Nach Barger-Rast: Vergleichslésung Glykokoll in Wasser. 


1. 6,845 mg Substanz in 59,390 mg H,0; Isotonic liegt zwischen 0,! 
und 0,05 n, 





ry 
+1 
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2. 5,800 mg Substanz in 50,480 mg H,O; Isotonie liegt unter 0,05 », 
' 3. 6,420 mg te » 47,460 mg H,O; » bei 0,1 n. 


Demnach wurde gefunden: 


1. 2306 > M > 1153 
2, M > 2298 
3. M = 1353 (Priiparat a). 


(nicht analysiertes Praparat), 


Kryoskopische Bestimmung in Phenol. 
0,1731 mg Substanz (Priparat a) in 14,12 g Phenol gelost, gabeu 
cine Gefrierpunktserniedrigung von 0,140°. 
Gef. M 630,3. 


Zur Lésung wurde !/, Stunde auf 45° erwarmt. 


Sublimationsversuch. 


0,0468 ¢ des Pyridinzersetzungsproduktes wurde der Subli- 
mation unterworfen. Bei 0,5 mm Druck ging unter 170° nichts 
itber, Von 170—200° wurden 0,0093 g eines schwach gel) 
gefiirbten Sublimates vom Schmelzpunkt 143° gewonnen, das 
nach der Resublimation unter 10 mm und 110° den Schmelz- 
punkt 147° und den N-Gehalt des Sarkosinanhydrids zeigte. 

2,572 mg Substanz gaben 0,446 ccm N-Gas bei 22° und 746 mm. 

Get. N 19,70). 


Den Riickstand der ersten Sublimation, der bei weiterem 
Erhitzen auf 200° unter 0,5 mm, wiihrend 2 Stunden kein 
weiteres Sublimat ergab, haben wir noch nicht weiter unter- 
sucht.') 

Weitere Versuche sind begonnen. 


Zersetzungsprodukt des Glycin-N-Carbonsiure- 
anhydrids. 
Uber diesen Kérper wurde schon in der ersten Mitteilung 
kurz berichtet. Er ist mikroskopisch amorph, und seine in den 
meisten Liésungsmitteln fast véllige Unléslichkeit laBt auf ein 





1) Bei einem zweiten Sublimationsversuch mit dem Priiparat b er- 
hielten wir unter sonst gleichen Bedingungen auf 0,0294 g Zersetzungs- 
produkt 0,0122 g = 41,5°/, Sublimat, das sich ebenfalls als Sarkosin 
anhydrid erwies. 





»}i, 


Ch 
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hohes Molekulargewicht schlieBen. Er wurde ahnlich wie das 
oben beschriebene Zersetzungsprodukt aus Sarkosin-N-Carbon- 
siureanhydrid dargestellt und gereinigt. Auch diese Sub- 
stanz scheint geringe Mengen Pyridins zu enthalten. Bei 
den Sublimationsversuchen trat Verkohlung ohne Sublimat- 
bildung ein. 


4,910 mg Substanz gaben 7,578 mg CO,, 2,53 mg H,O. 


4,490 mg , » 6,980 mg CO,, 2,28 mg H,0. 
2,335 mg ” , 0,498 eem N-Gas bei 20° und 743 mm. 
Fiir [C,H,NO}, Ber. C 42,08°/, H 598°), N 24,56 °/, 
Gef. ,, 42,11 1. 517 
42,41 , 568 » 24,30 











Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 
XX. Mitteilung. 


Uber Porphyrine in Pflanzen. 
Von 


Hans Fiseher und Fritz Sehwerdtel. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Juli 1920.) 


Mit Hilger’) wurden im Jahre 1923 in Pilanzen Por- 
phyrine gefunden. Damit war in eindeutiger Weise bewiesen, 
daB Blutfarbstoffderivate auch in der Pflanzenwelt vorkomme: 
kénnen, da durch biologischen Abbau des Chlorophylls Por- 
phyrine bis jetzt nicht beobachtet worden sind. Das Phyllo- 
erythrin ist das einzige Chlorophyllderivat, das mit den Por- 
phyrinen in Zusammenhang gebracht werden kann, es unter- 
scheidet sich aber von diesen durch seine Eigenschaften uni 
spektroskopischen Befunde so charakteristisch, daB eine Ver- 
wechslung mit ihm unméglich ist. Sollten durch biologischen 
Abbau des Chlorophylls typische Blutfarbstoffporphyrine erzeugt 
werden, wiirde natiirlich diesen oben angefiihrten Beobachtungei 
keine definitive Beweiskraft zukommen. In der friiher er- 
wihnten Untersuchung war nur in einzelnen Stichproben in 
pilanzlichem Material Porphyrin nachgewiesen worden und es 
erschien deshalb notwendig, diese Versuche auf einer breitere 
Basis fortzusetzen und insbesondere auch nach der im Jahre 1924 
bereits ausgesprochenen Richtung?) in Hefe und Pflanzen Por- 
phyrinanreicherung experimentell zu erzeugen. Nachdem dies in 
der Untersuchung mit Fink) bei Hefein eindeutiger Weise gelungen 
war, schien es nicht aussichtslos, es auch bei Pflanzen zu erreichen. 

Der Nachweis von Porphyrin gelang in verschiedenartigstem 
Material, wie jungem Saatgetreide, Mais, Brennesseln, Kar- 
toffeln, Runkelriiben, selbst in jungen Kichen-, Eschen- und Ahorn- 
blittern ;hauptsiichlich erstreckte sich die Untersuchung jedoch aut 
Brauereigerste tschechischer Herkunft aus der Léwenbrauerei. 

') Diese Zs. Bd. 138, 8S. 289 (1924). 

*) Strahlentherapie 1924, Bd. 18, 8. 199. 

») Diese Zs. Bd. 144, S. 102 (1925); Bd. 150, S. 244 (1925). 
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Ungekeimte Gerste zeigt nach 5stiindiger Extraktion mit 
Pyridin ein deutliches Himochromogenspektrum in Bestiitigung 
der Arbeitsresultate von Keilin; in kiuflichem Mehl hatten wir 
schon Koproporphyrin gefunden; Kleie gibt mit Pyridin extra- 
hiert und nach der Kisessig—Athermethode weiter verarbeitet 
ein deutliches Koproporphyrinspektrum. 

Ahnlich gibt Malz mit Pyridin extrahiert ein deutliches 
Hiimochromogenspektrum'), nach der Kisessig~Athermethode 
primiir sehr schwach, sekundiir, d. h. nach Behandlung mit 
Kisessig—Hydrazin deutliches Protoporphyrinspektrum. Malz- 
wiirzelchen verhalten sich véllig gleich; Malz, dessen Wurzeln 
entfernt wurden, zeigte keinen Befund. Die 2—3 em langen 
Malzkeimlinge geben bei Verarbeitung nach der Kisessig—Ather- 
methode schwach primiires Protoporphyrinspektrum. 

Bei der Autolyse von Malz bei Zimmertemperatur wurde 
primar deutlich Kopro- und Protoporphyrin, sekundir deutlich 
Protoporphyrin, schwach Koproporphyrin beobachtet; bei der 50°- 
Autolyse primir deutlich Kopro-, sehr schwach Proto-, sekundiir 
neben einem angedeuteten Koprostreifen schwach Protoporphyrin. 

Um griinendes Material zu erhalten (die Untersuchung 
wurde gréBtenteils in der Zeit vom 15. Januar bis 15. Marz 1926 
durchgefihrt), wurde Malz in armem Boden (Putzsand, z. 'I’. 
mit konz. HCl behandeltem und ausgegliihtem Quarzsand 
(Seesand]) angepflanzt und ohne Diingung, lediglich durch 
Wassergabe, dem Wachstum iiberlassen. Die Gerste wiachst 
14'Tage iiberraschend schnell, stellt dann das Wachstum ein und 
wird am 17, bis 20. Tag von der Spitze aus gelb bis rotbraun 
und scheint zwischen dem 25. bis 30. Tag vollig abzusterben. 
Von Tag zu Tag wurden von derartigen Gersteansiitzen Proben 
entnommen und nach der Kisessig—Athermethode verarbeitet. 

In den Wurzeln dieser griinenden Gerste fand sich regel- 
miBig Protoporphyrin, daneben vielfach noch Koproporphyrin. 
Am meisten Porphyrin tritt einige Tage, bevor die Pilanze 
braun zu werden beginnt, auf. Die in gleichzeitigen Stich- 
proben untersuchten Koérner enthielten nur Protoporphyrin, 





) So erkliiren sich auch unsere Blutfarbstoff befunde (Hiimin) in der 
Bierwiirze und fiir den Nachweis des primiiren Vorkommens von ,,Hiimin“ 
in der Hefe war auch deshalb die Untersuchung von Reinzuchthefen in 
himinfreiem Nihrboden notwendig, wie dies in der Untersuchung mit 
Hilmer [Diese Zs. Bd. 153, S. 171 (1926)] geschehen ist. 








122 Hans Fischer und Fritz Schwerdtel, 


Grinende Gerste: 





















































Wurzeln*) Korn*) Coleoptile*) 
9. Tag | ss P “ — — | ss P ? _ 
oe , ? |dKP ~- — | - —- dP 'dKP | C—j 
Bi is — | @P a s P C a ge 
a sP dP sH a ~- _ -- sP C 
| ao — dP dH a st P C ~~ — | 
Mm. + sP sP — -- _ dP(K?)|  ¢ 
. _ > on a » [fs 576] 4 
15. yy ss | dJ \s 543 | 
. ——, = oa am > we ian 
a . dPK| sC —o a | 
is. ,, - iPK a re | af — ~~ 
. , — dP sC —- — — — 
-| [ss 579,4 
”) ? ee ——_ a ae 
6. 4 ? IstPK 533 
ol. » ? s PK dC a he a 
22. 5, ed ae an sa ae mats 
23. ,, < . _ — - | — 
24. ,, ane nat = ee ~ ae 
20. 55 wee el - - — = 
26. 5, a ee om oP aie = — iad 
ay» | — |; —| -— J-}|—-]}] —-]| -—]| - 
28. ,, — 7 = ee oa ~ si aie = 
29. —_ dw a ee ee ee 
30. , ,stPK/ sPK _ aio se " s 
31. ,, ss —- ate ai ois wei = — 7 
32 ” oe a ove i —" a aes 4 
3. —_ — — - — > — -- —_— | 
ie a fe | me Pu ae ee = | 
Etiolierte Gerste: 
Wurzeln*) Halme*) 

9. Tag - | — — _- a — 

10. ,, — | = — ? ? C? 

11. ” wei | sei ican Li irri 

ee — | ? C? ? ? C? 

14. ,, —- | — | = ss P ss P C? 

MB. « ss P | ssP | C? ? sP C? 

i _—_ | — — <0 — 

20. ,, stK | ssP s 541 ss P ss PK C 

| > 

(15.)—22. ,, stK  dKP | {s avi st K sP C 

24. ,, we) ee ee a ‘on 

26. ,, _ — — — — 

28. ,, a — —- | — — 

20. .,, — ~ -- — - ~~ 

32. ,, a _ aa ee _ 

34. ,, a _ a ae 
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Auszug. 
Halmbasis*) Halmmitte *) Halmspitze*) Halm als Ganzes*) 
a uO = clas Ta — | ssP | ic 
| stC j—|; — — gsP sP | stC ? gP iC 
eee eee, ey ee a oe oo Oe: 
ssP | iC ]- | ssP stC ? ssP , stC a _ st C 
— — j-! ~- — — — ss P st P iC 
- —| ~-- - o- ss P ss P iC 
- — |-| - _ — ik ss P iC 
- — —| - — — |}ssPK |dKP, iC 
ss KP C |j—-| — ? dP st C —_ stP | iC 
— — |- | ~ _ ~ -- — |\sPK |dP(K) iC 
— — -| — — — ss P s P iC 
— —- sg — -— — — — | ss PK | st P iC 
- —- j—| — — — — sKP |dPK_ iC 
Be — “+ —— — — | sKP | sP iC 
—| — — — _~ — s KP sP iC 
*) 
Saatgut . ss P s PK iC 
Feldsalat d PK — iC 
Spinat dP (s K) au iC 
Mais sr s PK iC 
Kartoffel ss P a C? 
Runkelriiben ss K a? -- 
Brennessel . sKP st P iC 
Ahornblitter . ss P a iC 
Eichenblitter . sP ss P iC 
Spargel . a a C? 
Margaritenbliiten. a — C 


*) In den Tabellen auf S. 122 und 123 sind in den 3 Abteilungen 
zuerst die Befande des Salzsiiureextraktes, dann die des sekundiren 
Porphyrins und zuletzt die des Restithers angefiihrt. 
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die Keimscheide (coleoptile) jedoch neben Proto- noch Kopro- 
porphyrin, wobei auffallt, daB bis zum 14.'Tag verhiltnismibiy 
sehr viel Porphyrin darin enthalten ist. 

In der noch nicht ergriinten Halmbasis li8t sich nur sel, 
wenig Protoporphyrin nachweisen. Die Halmmitte und Halm- 
spitze enthielt in allen untersuchten Fiillen Protoporhyrin, bei 
beginnender Gelbfarbung der Halme tritt fiir kurze Zeit 
etwa 8—10 Stunden — jedoch ein reines Koprospektrum au(, 
alsdann wieder ein sehr schwaches Doppelspektrum. 

Ktiolierte Gerste lheferte den gleichen Befund, ebenso 
junges, im Freien gewachsenes Saatgetreide. 

Was die Deutung der Befunde anlangt, ist ein definitives 
Urteil sehr schwer abzugeben, da es sich bis jetzt lediglich 
um spektroskopische Beobachtungen handelt. Unser Bestreben 
wird weiter sein, die zu Grunde liegenden Porphyrine in krystalli- 
siertem Zustand zu erhalten und es wird sich dann vor allen 
Dingen auch entscheiden, ob wirklich Koproporphyrin enthalten 
ist oder ob ein Umwandlungsprodukt des Protoporphyrins vorliegt, 
das spektroskopisch dem Koproporphyrin so ihnlich ist, daB eine 
einwandfreie Unterscheidung nicht méglich ist. Nach den zalil- 
reichen Porphyrinbefunden in der Hefe wie in den Pflanzen kann es 
wohl kaum noch einem Zweifel unterliegen, da’ Bluttarbstoft bzw. 
die Farbstoftkomponente desselben, worauf es ankommt, vorhanden 
ist, was mit den Cytochrombefunden Keilins iibereinstimmt. 

Bei den durch lange Zeit hindurch gefiihrten Fortziichtungen 
trat hiiufig — nicht immer — eine sehr starke Porphyrinvermehruny 
auf, so daB man sich des Gedankens nicht verschlieBen kann, dab 
auch hier durch die Fortziichtung geradeso wie bei der Hele 
experimentell die Porphyrinbildung beeinfluBt ist; jedoch gelingt 
diese Vermehrung nicht mit derselben Sicherheit wie bei der 
Hortziichtung der Hefe. UnzweckmiBige Ernibrung scheint 
auch hier eine ausschlaggebende Rolle zu spielen. 

Die experimentellen Belege sind in den vorhergehenden 
und nachfolgenden Tabellen wiedergegeben. 


Verzeichnis der in den yorhergehenden und nachfolgenden Tafetn 
angewandten Abkiirzungen. 


Es bedeutet: Stirke des Spektroms: 
P = Protoporphyrin a = angedeutet 
K = Koproporphyrin ss = sehr schwach 
Ph = Proto- and Koproporphyrin neben- s = schwach 
einander, also Doppelstreifen d = deutlich 
H = Haimochromogen st = stark 
© = Chlorophyll — = kein Befand i = intensiv 


? = fraglicher Befund ¥ = verwaschen 
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; | Primares Porphyrin Himinather 
Versuch —_ 
5°/, HCl| Ather | 5°/, HCl | Ather — Pyridin 
I. Korn: | | 
Mehl. K K — | —- | — 
Kleie, 20g mit 5°/jiger ~ | — | dc 
Essigs. vorbehandelt | | 
9) g dgl. mit Pyridin ex- - a 527,5 | - | dC 
trahiert | 
‘00 g gewohniiche Kleie, | - | -- . 
Eg —SO, | | 
i00 g gewohnliche Kleie - — — os dC 
Il. Malz (Léowenbriiu) | 
Autolyse | 
350 ¢ Malz, 6. Keimtag, dk dKaP [ss P(K 2)| s P (WK?) 
8 Tage bei 50° 
4)0 g Malz, 8. Keimtag bei | d K P dKP |}[sKdPjdPsk 
Zimmertemperatur 
dgl. mit Zusatz von Proto- Sn ae — 
porphyrin | 
250g Malz, 4. Keimtag, ssP | dP iP ey d 626,4 
} mit 1eem Blut 6 Tage | d76,5 
bei 50° | 540,6 
911,2 
dgl. mit 0,1 ¢ Hamin s P d P sP Hiimin 
dgl. mit Protoporphyrin Zz 1 4s¢ st P dP d 569,8 
038,6 
00%, | 
dgl. mit 5°/,iger Essig- _— ss P s P a 577.3 
siiure extrahiert, Itis- 
essig—SO, | 
dgl. mit 5°/,iger Essig- — | — dP sP _ 
siure extrahiert 
normal (nicht autolysiert) — ss P dP dP i €61,5 
250g Malz, 4.-6. Keim- 
tag 
dgl. -~ a? xc 1 @t st 660,4 
dgl. s P ss P —~ es i 657,1 
dgl. ? ss P ~~ ss P d 659, 1 
350 g, 5. Keimtag, Eg-SO, — ? st P st P ss 577.7 
543,2 
200 g Malz, 6. Keimtag — — ss P s P — 
dgl. Eg—SO, — — — af a 597,9 
dgl. Pyridin-SO, - —- - —_ ss Haimin 
300 g Weizenmalz, 7. bis dP sP ~~ _- ? 
8. Tag, Eg—SO, 
890g Malz, 7.Tag, Eg-SO, — ak ? ssP 1ss Himin 


eT Re RE 
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Primires Porphyrin Hiiminither 
Versuch re aids catliinieapn onic 
5°, HC1| Ather |5°/, HCL| Ather | Pyridin 
Malzwurzeln: | | | 
1,7 g Wurzeln —-— | — — | —_ — 
1,7¢ Wurzeln, 20 cem —- |; — — oe d 556,2 
Pyridin | 484.9 
| 455.9 
Lufttrockne Wurzeln von | 
250g mit 5°/, iger Essig- | | 
siure extrahiertem Malz | | 
a) mit Eisessig —- | — — a Wie 
b) mit Pyridin — _ — — (4 Hiimin 
11 g trockne Wurzeln vom “ne om — _ a 528 
6.—T. Tag 
11 g trockne Wurzeln vom a on | — 
6.—7. Tag mit Pyridin urspriinglich dv Himin 
Wurzeln vom 4. Tag _ — dP | dP ss 579 
551 
Malz ohne Wurzeln: | 
350g Griinmalz, dessen | 
Wurzeln entfernt wur- | 
den, Eg—SQ,. — _ we ss Hiimin 
III. Griinende Gerste. | | 
a) Wurzeln. | | 
20 g 9.—10.Tag, Eg—SO, 4 ss P —_ | | 
20 g 10. Tag ss 589,6 | ss 588 dP | iPK s 584,4 
560 552 | 541,9 
50 g 10.—11.Tag, Eg-SO, — — — | ? a 555 
30 g 11. Tag —_ —_ aP | sf ss C iithnl. 
40g 11.—12. Tag, Eg—SO, —- ? dP | dP s C iihnl. 
40g 12. Tag s P a P — | = s Hamin 
150 g12.—13. Tag, Eg-SO, — — dP | dP dC 
20 g 14. Tag ss P — sP | sP dC 
200 g 13.—14. Tag — ~ dP | sP ss 580,6 
180 g 14.—15. Tag = — ssP | ssP — 
70 g 17. Tag ? _ ssP |§ dPK 3s C 
380 g 17.—18. Tag — ss P ssP = sP _ 
45 ¢ 18. Tag ? ? dqdKP § iKP 8 C 
260 g 18.—19. Tag - we sP | dP | s8579,4 
| 535 
40 g 20. Tag - ss P stKP | stKP dC 
30 g 21. Tag — _ sKP | sKP dC 
40 g 25.—30. Tag st PK i PK s PK s PK _ 


























min 


YR 


79 


min 


4 
9 
thn, 
‘hn, 
nin 








Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. XX. 127 
: Primires Porphyrin Himinither 
Versuch ; oe 
"fy, HCL} Ather |5°/, HCl! Ather | Pyridin 
Wurzeln eines etiolierten 
Ansatzes: 
100 g 12. Tag ts . ? ? 660,1 
607,5 
571,8 
60 g 16. Tag a ss P ? 666,7 
: 609,9 
O71 
039 
180 g 19. Tag dk st K ? v 541.5 
10 g 23. Tag, ab 15. Tag st K ik s KP dKP | s 576,6 
belichtet 542.6 
100 g 20. Tag ik ik ss K dK | 88565 
D40 
505 
Korn: | 
100g 9.—10. Tag, Eg—SO, — — ssP | ssP 8 537 
170 g 11. Tag me ss 580 sP | gP 3 633 
559 606 
| 579 
039 
250 ¢ 13.—14. Tag s3 546 | ss 582 stP | stP | 4668 
515 532 588 
| 542 
| 03 
250 g 18.—19. Tag ? s P dP 8 578,8 
ne? ss 543 
25¢ 12. Tag ait - — - $3587 
” ¥ 557 
Keimscheide (coleoptile): 
10. Tag sg P d P d KP st KP | 8612 
580 
539 
510 
35 g 12. Tag “= — 3s P sP dC 
25g 14. Tag — — dP d P K? dC 
Halmbasis: 
10 g 10. Tag ‘en sa — st C 
20 g 12. Tag s 581 _ s 594 ss P iC 
543 538 
80 g 17, Tag s 585 — — ss KP C 
549 
150¢ 13.'Tag Dunkelansatz s P ss KP — s KP | C ihn. 
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Primires Porphyrin Haminiither 
Versuch er ane ns Se 


Halmmitte: 


20 ¢ 12. Tag 


Halmspitze: 
10 g 10. Tag 


20 g 12. Tag 
30 g 17. Tag 
100 g 9.—10. Tag, Eg—SO, 
50 ¢ 10.—11.Tag, Eg—SO, 
45 g 11. Tag 
40g 11.—12. Tag, Eg—SO, 
80 g 12.—13.Tag, Eg—SO, 
120 g 13.—14. Tag 
80 ¢ 14. Tag 
120 g 14.—15. Tag 
550 g 16. Tag 
1830 g 16.—17. Tag 
1700 g 17. Tag 
240 ¢ 17.-18. Tag, fast gelb 
80 g 18. Tag 
160 g 18.—19. Tag 
60 g 20. Tag 
400 g 20. Tag 
100 g 21. Taz 
110 g 25.—30. Tag 
50 g¢ 34. Tag 


Etiolierte Halme: 
80 g 10. Tag 
140 g 12. Tag 


150g 13. Tag 
(Halmspitzen) 


12 g 15.—23. Tag, ab 

15. Tag belichtet 
150 g 16. Tag 
230 g 19. Tag 
400 g 20. Tag 





5°/, HCl 


| 








pee 








5°), HCI 


ss 583 
546 
ss P 


s 583 
549 


gs P 


s P 


? 


Ather 


ss P | 
af 
ss P 
d Pix 
st P ss K 
sPak 
dP 
iPsk 
sP 
sP ssk 
st P 
d P 
s P 
s P 





| 
i 








Pyridin 


st C 


| C-iihnl. 


C 


C-iihnl. 
C 


C 


st C 
st C 


C-iihnl, 











« 
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Versuch 


Versuche, die 14 Tage in 
Ee gestanden haben: 
Gerste: 


370 g ungekeimt 


oa 
’ 


370 


2. Keimtag 


g 
t 


500 g 3. Keimtag 
500 g 4. Keimtag 


500 g 5. Keimtag 


~ 


500 ¢ 6, Keimtag 


500 ¢ 7. Keimtag 
500 g 8. Keimtag 


Halme: 
300 g 29. Tag, 


Dunkelansatz 


Kleie: 
50 g mit Pyridin extr. und 
Extr. 3 W. stehen gelassen 


Halme: 
390 ¢ 22. Tag 
190 g 25. Tag 


Wurzeln: 
300 g 29. Tag 


100 g 28. Tag 
140 g¢ 28. Tag 
400 g 22. Tag 
10g 25. Tag mit Kérnern 


Korner: 
400 g 22. Tag 








Primiires Porphyrin 
5°/, HCL = Ather 
q 
i sai 
} 
i 
' 
| ss KP 
| 
ss KP 
: 2K sK 
« 
| — 
; | 
4 a P 
| 
5 ) 
4 | sPK 
? | = 
| 








Ae A A AOC A A 


A A AO AE A 





es 








m0 
9 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIX. 





» HCL) Ather 


d P 


dK 


d KP 


Hiiminither 


Pyridin 


d HOB 5 

605.8 
8 567.8 
d 661. 


s 569 


xz 


we 


am « 
HoOOD,.. 


d 659.5 
ss 610 


a 


1 660 
8s 610 
a 568 
C-ithnl. 


C-iihnl. 


iP 608,7 
665,58 
} 


st K a P| i 667.9 


O74 


C-iihnl. 
1 659,7 
607,5 
561.5 


a KP 529.9 
578 4 
541.4 
| $8 IX 
7) 
ss P 
y 


ee 
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Versuch 


(,erstenhalme u. Wurzeln: 
3300 g 29. Tag 


3500 g¢ 39. Tag 


IV. Diverse Pflanzen. 


Sellerie: 
20 g junge Blitter 
250 g Schalen u. Wurzeln 


Saatgut: 
250 g Halme 


Feldsalat: 
500 g 


Grofblittriger Spinat: 
150 g Blatter 
500 g Blitter 


Mais: 
12 g Halme, 20. Tag 
10g Wurzeln, 20. Tag 


60 g Halme, 30. Tag 
90 g Halme, 14. Tag 
200g Wurzeln m. Koérnern, 
14. Tag 
90 g Halme, etiol. 
200 g Wurzeln u. Korner 
etiol. 
Brennessel : 

1000 g junge Spitzen 
1900 g ausgewachsen 
dzl. 

220 g luftgetrocknet 


Runkelriiben: 
630 g Fleisch 


430 ¢ Schalen 





Primares Porphyrin 


5'/, HCl! Ather | 


» 


s | 


s P 





ak 


9) 
7-7 
ss | H 


d PK 








Hiiminiither 





5°/, HCl, Ather 
reas = { 
a 
? ssKP | 
? s KP 
s 599 | — 
DSO 
DD4 
| 
' 
? ss P | 
y) 9 
. | 
| 
} | 
| 
of 
sPK | adPK | 
oe . 4 
stP | ad P 

? » | 
| | 

? | ») 

? | _ | 
| | 
| 
| 

stP |ssKiP 
dp | ?KiP 
ie 
| 
sr |gsPakK 
| 
} 
s P dP —hkh 





C-iihnl. 


i C-iihn 


oe 


J 


we 


tT 


M 
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Primiires Porphyrin Hiimindther 
: : 
Versuch sii 
rid 5°/, HCl Ather b°/, HCl Ather Pyridin 
" 
Kartoftfel (Malta): 
7,0 400 ¢ gekocht ss PL ? s OSD }d©- abn, 
07, ye | 
— 
| 4 {00 ¢ ungekocht ss O82 | F ss DSI i's Coiihnl, 
Uo, 48 N46 
| 
050 ¢ 6 Woehen aut Kits nis 
050 ¢ bei 37° 6 Wochen 
autolysiert 
thi = 
$50 ¢ mit Pyridin extra 
hiert und Extrakt drei 
Wochen stehen gelassen 
e t 
( Junge braune Ahornbliitter ss P| 5 P i i © 
200 ¢ | 
Junge Blattehen v. Lichen, s P sP rea as P : @) 
rs Kschen u. Erlen 350 ¢ | 
Spargel 500 ¢ , ak (C-jihnl. 
} t 
Margaritenbliiten 550 ¢ | dc 
‘ ‘ } 
| Gerstenmalz: * i 
, j 
= 5. L00¢, 3. Tag 12Stdn. mit 
Pyridin extrahiert: dH 
as | } 
hich Kisessig~Ather ver- ? | ssK dik 
LC arbeitet 
} 
c ‘4() ) . . . r f 
- 200¢ mit 10°), iver NaOll ! 
i extrahiert [ 
LC tia Tie ad { 
i. Malzkeime* 10 ¢ EgAe 
Keimlinge* 2—3 em lang, | sP | 667 
20) g | | i 
ihn Gerste:* | 
800 ¢ mehrere ‘Tage in | dil 
Pyvridin 
800 ¢, 12 Stdn. mit Alko- | ) 
¢ hol/NH, extrahiert nach 
. . ' 
. Ke-Ae verarbeitet 
> ) a aoe 
130 g, 5 Stdn. in Pyridin: 
di 4 
iC a om : 7 | 
(vl., nehrere Tage mit Kis- eK eU | 
essig extrahiert 


Die mit * bezeichneten Versuche wurden von Herrn HL. Hilme: 


— ausgefiihrt. 


Q * 
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Versuch 


Buchweizenkoérner: 


500 g, mit EKisessig extra- 


hiert 


Gekeimter Buchweizen: 
14 Tage alt, Eg—Ae 
Gekeimte Kartoffel: 

250 g ergriinte Stengel 

700 g Knollen 

300 g Wurzein 








Primires Porphyrin 





ak 





Ather 


ce 


ak 





ar 
eo 


Himiniither 


5°/, HCl | Ather 


Pyridin, 




















Synthetische Methoden 
zur Darstellung von Aminosdiureadsorbaten. 


. Die Einwirkung von Alumininmamalgam auf Formylglykokoll. 


be 


Von 


A. Fodor und M. Frankel. 


Aus dem Institut fir Biochemie und Kolloidchemie der Hebriischen Universitit Jerusalem. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 1926. 


Die Aminosiuren sind bis heute in kolloider Form noch 
nicht dargestellt worden, auch kennt man keine Adsorbate, 
in denen sie eine Rolle spielen, sofern wir vom Omniadsorbens 
Tierkohle absehen. | 

Die Lésung des Problems ist von hervorragendem In- 
teresse, um die Reaktionsfahigkeit dieser biologisch so wich- 


tigen Korperklasse — im Gegensatz zum gewohnten wahr- 
gelésten Zustande — an kolloiden Oberflichen studieren zu 
koénnen. 


Fiir die in Frage stehenden Stoffe ist bisher als einziges 
Adsorbens, wie gesagt, lediglich Tierkohle bekannt?); doch 
laBt sich hiervon praktisch kein Gebrauch machen, weil die 
auf diesem Medium fixierten Aminosiuren unter bestimmten 
Bedingungen leicht sekundiren Verinderungen unterliegen. 
Hiir die Adsorption von Aminosiiuren durch Eiweibstoffe gibt 
es zwar gewisse Anhaltspunkte, doch muB sie vorderhand noch 
als problematisch gelten. 

Die Ausfallung von Aluminiumhydroxydsolen durch Amino- 
siureanionen fihrte im Gegensatz zum Verhalten der Oxal- 
sure nicht zu Adsorbaten. Ebenso adsorbieren Kaolin, Talkum 





1) E. Abderhalden u. A. Fodor, Fermentforschung Bd. 2, 8S. 74 
(1919). 
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und Hisenhydroxyd nachweislich keine Aminosiuren, wiewoh! 
sie fiir schwache organische Saéuren im allgemeinen sehr aut. 
nahmsfahig sind. ') 

Da die direkten Darstellungsmethoden zu keinen Ergeb- 
nissen fiihrten, versuchten wir den Umweg iiber organische 
Substitutionsderivate der Aminosiuren. Aus diesen sollte die 
regenerierte Aminosiiure, gewissermafen im statu nascendi 
ihres physikalisch-chemischen Zustandes gewonnen werden: 
d.h. es sollte versucht werden, die unentwickelten Krystal!- 
keime, wie sie primar auftreten diirften, zu fixieren. 

Dies fiihrte uns zur Behandlung der Formylverbindungen 
von Aminosiiuren mit aktivem Aluminium, sogenanntem 
Aluminiumamalgam. In der Tat gelang es auf diese Weise, 
wenigstens einen ‘I'eil der verwendeten Aminosiure, d. h. so 
weit die Abspaltung der Formylgruppe eintrat, an einer 
kolloiden Oberfliche zu adsorbieren. 

Die Entstehung des kolloiden Systems beruht darauf, dai 
eleichzeitig ein hochdisperses Aluminiumhydroxdsol entsteht. 
dessen Oberfliichenaktivitit so groB ist, daB es im Gegensatz 
zu getlockten, gew6hnlichen Aluminiumhydroxydsolen die Amino- 
siure adsorptiv festhalt. 

Die Feststellung der biologischen Reaktionsfahigkeit der 
so gewonnenen kolloiden Systeme bleibt weiterer Untersuchung 
vorbehalten. 

Die vorliegende Mitteilung beschiftigt sich mit der Aut- 
klirung des Reaktionsverlaufes zwischen Formylglykokoll unc 
Aluminiumamalgam, die in wiBrigem Medium uniter Bildung 
eines kolloiden Endproduktes aufeinander einwirken. 

Bekanntlich sind die Formylverbindungen der Amino- 
siiuren von der allgemeinen Formel 

HCO-NH-CH- R- COOH 


insbesonders durch die Eigenschaft ausgezeichnet, die Acy!- 
gruppe verhiltnismibig leicht abzugeben, obwohl sie geniigend 
stabil sind, um z. B. das Umkrystallisieren aus heiBem Wasser 
oder noch agressivere Operationen vertragen zu kénnen. 


YA. Fodor u. A. Rosenberg, Koll.-Zs. Bd. 37, S. 234 (1925). 
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Unter Aluminiumamalgam versteht man eine oberfliichen- 
aktive Form von Aluminium, wie sie erhalten wird, z. B. beim 
aufeinanderfolgenden Anitzen von Aluminium mit Natronlauge 
und verdiinnten Sublimatlésungen. Das so erhaltene Kin- 
wirkungsprodukt ist besonders gekennzeichnet durch sein Ver- 
halten gegeniiber Wasser, mit dem es unter stiirmischer 
Wasserstoffentwicklung und unter Aluminiumhydroxydbildung 
reagiert, eine EHigenschaft, die es zu einem angenehmen, in 
neutralem Medium verwendbaren Reduktionsmittel macht. 

Uber den Verlauf der Reaktion zwischen Aluminium- 
amalgam auf der einen und Formylglykokoll auf der anderen 
Seite kénnte man sich auf Grund der angefiihrten Kigen- 
schaften der Reaktionskomponenten und der experimentell 
sichergestellten Tatsachen das spiter folgende Bild machen. 

Zunichst seien noch die wichtigsten kolloiden und chemi- 
schen EKigenschaften des Reaktionsproduktes zusammengestellt. 


i. Die wichtigsten kolloiden Kigenschaften. 


i. Die schon makroskepisch stark opake, gelblich-triibe 
Hliissigkeit zeigt sehr starkes Tyndallsches Phinomen, das 
noch bei einer Verdiinnung der Ausgangslésung im Verhiltnis 
1:250 deutlich sichtbar bleibt. 

2. Das ultramikroskopische Bild zeigt dichtes Aggregat 
und vereinzelte bewegte ‘Teilchen. 

3. Die kolloide Lésung wandert im kataphoretischen Felde 
deutlich kathodisch, hiufig sichtbar durch scharf abgegrenzte 
Hockige Triibung des untersten Teiles des Kathodenschenkels. 

4, Das Verhalten des Soles gegen Membranen weicht von 
dem klassischen Bilde kolioider Lisungen insofern in gradueller 
Hinsicht ab, als ein Hindurchdiffundieren dieses je nach der 
PorengréBe und sonstigen Beschaffenheit der Membranen nach 
und nach erfolgt. Man kiénnte in diesem Sinne das System 
als semikolloid ansprechen. Erscheinungen dieser Art werde: 
verhiltnismiBig hiutig beobachtet. 

5. Es ist bis jetzt nicht mdglich gewesen, durch dic 
iiblichen Mittel Ausflockung zu erzielen. Ammoniak uni 
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Laugen lassen als faBbare Produkte nur Aluminiumhydroxyd 
entstehen. 


IJ. Die wichtigsten chemischen Eigenschaften: 


1. Die Flissigkeit enthalt erhebliche Mengen Aluminium. 

2. Die Lésung zeigt eine sehr starke Ninhydrinreaktion') 
und das sonstige Verhalten, das auf das Vorliegen einer 
freien Aminogruppe in gréBerer Menge hindeutet, wihrend im 
Ausgangsprodukte die Aminogruppe durch die Formylgruppe 
festgelegt ist und daher die Reaktionen der ersteren nicht 
geben kann. (Genaueres und quantitative Bestimmung der 
freien Aminogruppe siehe im experimentellen Teil). 

3. Die Fliissigkeit zeigt mit Silbernitrat oder Ferrichlorid 
deutliche Reaktionen der Ameisensiure (Silberabscheidung im 
ersten und Dunkelrotfairbung im zweiten Fall). 

Uber einen dritten einwandfreien Nachweis der Ameisen- 
siure wird im experimentellen ‘'eil berichtet. 

Auf Grund dieser Darlegungen lieB sich die rein che- 
mische Erklirung des Reaktionsverlaufes zwischen Aluminium- 
amalgam und Formylglykokoll etwa in folgender Weise for- 
mulieren: 

Die charakteristischeste Eigenschaft des Aluminium- 
amalgams ist, wie bereits erwaihnt, seine Umsetzung mit 
Wasser zu Aluminiumhydroxyd und Wasserstoff, welch letzterer 
im statu nascendi Reduktionswirkungen ausiibt. Uber das 
Auftreten kolloider Reaktionsprodukte oder kolloiden Aluminium- 
hydroxyds gelegentlich seiner Anwendung als Reduktionsmittel 
in der organischen Chemie haben wir in der uns zur Ver- 
fiigung stehenden Literatur keine Angaben gefunden. 

Es wurde gesagt (II, 2), daB die in unserem Falle resul- 
tierende Lésung starke Reaktion auf freie Aminogruppen aut- 
weist. Die BloBlegung dieser aus der Formylverbindung kann 
in zweifacher Weise gedeutet werden. 

a) Es erfolet durch Einwirkung des nascenten Wasserstofts 
Reduktion in folgender Weise: 


) Ninhydrin-Triketobydrindenhydrat. 














Ws 
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COOH -CHR-NH-COH + 2H, = COOH-CHR- NH, + CH,OH. 


Wie aus der Gleichung hervorgeht, miiBte sich hierbei 
Methylalkohol in gréBeren Mengen auffinden lassen. 

b) Es findet unter dem Einflu8 des bei der Aluminium- 
amalgamzersetzung gebildeten Aluminiumhydroxyds eine Spal- 
tung statt, derart, daB sich (abgesehen von etwaigen Al-Salz- 
bildungen) die Formylgruppe als Aluminiumformiat abtrennt: 


COOH - CHR-NH.COH + HOH = H-COOH + COOH-CHR-NH, 


Y 


Aluminiumbhydroxyd 


Die zweite Méglichkeit (b) ist als realisiert anzusehen, 
weil sie durch den Befund, dab sich im Reaktionsprodukt 
Ameisensiure vorfindet, gestiitzt wird (II, 3). 

Wie aus den quantitativen Versuchen hervorgeht, die im 
experimentellen Teile niiher angefiihrt sind, erfolgt die Ab- 
spaltung der Formylgruppe nicht quantitativ, sondern unter 
den eingehaltenen Versuchsbedingungen nur zu etwa 60—170°,,. 

Andererseits ist die Menge Aluminium, das als Al,O, bei 
verschiedenen, unter den gleichen Verhiltnissen und mit 
gleichen Ausgangsmaterialien vorgenommenen Versuchen in 
der kolloiden Lésung (bezogen auf die gleiche Menge ge- 
fundenen Stickstoffs) sichergestellt wurde, nicht gleich, sondern 
schwankt innerhalb weiter Grenzen. In keinem Falle ent- 
spricht der Gehalt an Aluminium der Annahme einer 
Bildung von neutralem Aluminiumformiat; selbst wenn 
man in Betracht zieht, daB das nicht umgesetzte Acylprodukt 
Aluminiumsalz bilden kann und ebenso auch die freiwerdende 
Aminosdure (welch letzteres iibrigens so gut wie ausgeschlossen 
ist; siehe spater), so zeigt sich in der Regel ein Mehr- 
gehalt an Aluminium. Dafiir lieBe sich allerdings eine zu- 
nichst noch plausible Erklirung finden, wenn man annimmt, 
daB sich beim andauernden Kochen, unter dem die Reaktion 
vor sich geht, nicht das neutrale, sondern ein basisches 
Aluminiumformiat bildet. Unerkliirt bliebe jedoch die Kr- 
scheinung, warum mit gleichen Ausgangsmaterialien und unter 
sleichen Bedingungen dargestellte Produkte ohne ersichtlichen 
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Grund verschiedenen Gehalt an Aluminium, ja iiberhaupt ver- 
schiedene Zusammensetzung aufweisen. 

Vom Standpunkt der stéchiometrischen Betrachtung des 
unter b) abgeleiteten Reaktionsverlaufes muB weiterhin auch 
die Tatsache befremdlich erscheinen und ohne Erklirung 
bleiben, daB sich zwischen der aufgenommenen Aluminium- 
und der freiwerdenden Aminosiiuremenge keine einfache Be- 
ziehung ergibt, zu mindestens der Art, daB dem gréBeren 
Aluminiumgehalt auch gréBere Mengen in Freiheit gesetzter 
Aminosaure entsprechen. Die unter b) gegebene Gleichung 
kann verschieden interpretiert werden, doch wohl in dem 
Punkte tibereinstimmend, daB in jenen Solen, in denen mehr 
Aluminium nachgewiesen wurde, auch ein entsprechender Mehr- 
gehalt an freigesetzter Aminosiure vorliegen sollte. Das ist 
aber, wie die Beleganalysen zeigen, in keiner Weise der Fall. 

Der Versuch, die zur Beobachtung gelangte Reaktion 
unter dem Gesichtspunkt klassischer, stéchiometrischer Uber- 
legungen zu erkliren, scheint also ernstlichen Schwierigkeiten 
zu begegnen. 

Dagegen treten analoge, summarisch betrachtet, astéchio- 
metrische Reaktionsverhiltnisse bei der Bearbeitung kolloid- 
chemischer Probleme hiiutig auf. 

Andererseits aber bilden die bei der Ubersicht tiber die 
EKigenschaften der kolloiden Liésung (auf die im experimentellen 
Teil niher eingegangen wird) angegebenen Beobachtungen ge- 
wisse experimentelle Schwierigkeiten fiir die Aufklirung der 
kolloiden Struktur unseres Reaktionsproduktes, weil die iiblichen 
Methoden der Trennung kolloider und wahbr molekular geléster 
Bestandteile durch Dialyse oder Ultratiltration hier zunichst 
versagen. 

Das ganze System diffundierte nimlich, wenn auch lang- 
sam, durch die uns zur Verfiigung gestandenen Membranen 
hindurch. Unsere vorlaiufige Untersuchung hat noch kein 
Mittel gefunden, um eine richtige Fraktionierung des Systems 
bewirken zu kénnen. Die Annahme, da8, sofern wahrmolekulare 
Teilchen tiberhaupt vorhanden sind, sie fir die Erhaltung des 
kolloiden Charakters des Systems von Bedeutung sind und dab 
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ihre Diffusion durch die Membranen eine Mitfiihrune der 
kolloid gelésten Teilchen bewirkt, ist naheliegend. Sie bliebe 
im Kinklang mit der Erscheinung, daB das Ultradialysat unseres 
Systems beim ftreiwilligen Kindunsten fiir Kolloide charakte- 
ristische Erscheinungen zeigt und daB dieser gelartige Riick- 
stand resolubel ist, wobei die entstehende Lésung wieder das 
Tyndallsche Phinomen zeigt. Man hatte dann im Dialysate 
einfach die Wiedervereinigung der in ihrer eigenartigen Wechsel- 
wirking das kolloide System ergebenden Kinzelkomponenten 
anzunehmen. Es bleibt natiirlich auch die Méglichkeit, die 
Tatsache des Durchgangs unseres Kolloids durch Dialysier- 
membranen so zu deuten, dai dieses infolges seines hoch- 
dispersen Charakters die Poren der iiblichen Membranen nach 
und nach durchdringt. 

Fiir die Entscheidung der uns wichtigsten Frage, ob wir 
berechtigt sind, die Aminosi&ure als einen Bestand- 
teil des kolloiden Systems aufzufassen, mag vermerkt 
werden, daB, wie im experimentellen Teil niher ausgetiihrt 
wird, die durch 20 Stunden der Ultradialyse unterwortene 
Fliissigkeit noch einen recht ansehnlichen Teil der Aminosiure 
enthilt; ja bei Beriicksichtigung des Verhiltnisses von Gesamt- 
stickstoff zu Aminostickstoff erfiihrt der letztere (und d. h. die 
Aminosiiure) durch die Ultradialyse noch eine Anreicherung 
von etwa 64°/, auf 69°/, des vorhandenen Gesamt- 
stickstoffes. 

Auch das Verhalten des wiibrigen Sols gegen Alkohol 
muB hier Erwiihnung finden. Dieses bildet niimlich aut Zusatz 
von letzterem eine stark opalescente Fiiissigkeit von milchigem 
Charakter, deren kolloide Teilchen beim Durchgang durch ein 
Kisessig—Kollodiumfilter nach Bechhold (7,5°/,) zum groSen 
Teil zuriickgehalten werden. Das Filtrat zeigt qualitativ noch 
den Habitus der Ausgangslisung und gibt die Ninhydrin- 
und Aluminiumreaktion. Der normal gewaschene Ultratilter- 
riickstand zeigt, in Wasser suspendiert, deutliche Ninhydrin- 
reaktion. Um dem Einwand zu begegnen, dab die Amino- 
siiure dem Filterriickstande einfach mechanisch anhafte, sollte 
dieser besonders griindlich gewaschen werden. Hierbei zeigte 
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es sich, daf dieser Riickstand wieder fast vollstandig in kol- 
loide Lésung ging. Es lieB sich unter dem Ultramikroskope 
die Brownsche Bewegung der Teilchen nachweisen. Solange 
auf dem Filter noch Al-haltiger Riickstand festzustellen war, 
blieb auch die Ninhydrinreaktion positiv. Selbst die letzten 
Waschwiisser zeigten noch die Ninhydrinreaktion. Man hitte 
erwarten diirfen, daB bloB mechanisch dem Ultrafilterriickstand 
anhaftendes Glykokoll schon lange vor dem Eintritt der voll- 
stiindigen Wiederlisung des zuriickgehaltenen Kolloids weg- 
gewaschen worden wire. Denn Glykokoll ist bekanntlich in 
Wasser sehr leicht léslich. 

In diesem Verhalten darf man wohl eine starke 
Stiitze fiir die Annahme sehen, daB das Glykokoll 
dem kolloiden Gebilde angehért. 

Um in die Frage der kolloiden Struktur unseres Systems 
genauer Einblick zu erhalten, haben wir noch eine Reihe von 
Versuchen angestellt, von denen wir einige hier anfiihren 
wollen. 

Wir sind dabei von der Uberlegung ausgegangen, daB der 
kolloide Charakter unserer Lésung auch dadurch bedingt sein 
kénnte, daB etwa eines unserer Reaktionsprodukte konstitutiy 
kolloider Natur sel. 


Als solche Reaktionsprodukte kamen in Frage: 


1. eine Aluminiumverbindung von Formylglykokoll, 
2, eine Aluminiumverbindung von Ameisensiure, 
3. eine Aluminiumverbindung von Glykokoll. 


Wir haben daher folgende Versuche angestellt: 

1, Es wurde Formylglykokoll in waBriger Losung mit 
frisch gefilltem, griindlich gewaschenem Aluminiumhydroxyd 
unter Riickflu® gekocht. 


2, Ameisensiiure (26°/,ig) wurde 


a) mit Aluminiumhydroxyd wie bei 1, 

b) mit Aluminiumamalgam unter gleichen Versuchsverhilt- 
nissen wie bei der zur Bildung des Kolloids fiihrenden Re- 
kation behandelit. 
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3. Glykokoll wurde in wiiBriger Lisung 

a) mit Aluminiumhydroxyd, 

b) mit Aluminiumamalgam wie bei 2. b) gekocht. 

Die Ergebnisse haben gezeigt, daB sich in allen diesen 
Fillen nach dem Abfiltrieren von den ungeldst gebliebenen 
Anteilen vollstiindig klare, wahre Lisungen ergaben, die bis 
auf die des Glykokolls aluminiumhaltig waren. Glykokol! 
scheint also weder nach a), noch nach b) unter Salz- 
bildung zu reagieren. 

SchheBlich haben auch Mischungen der nach 1. und 2. 
erhaltenen Lésungen mit solchen von Glykokoll lediglich wahre 
Lisungen ergeben. 

Durch diese Versuche ist sicher gestellt, daB der kolloide 
Charakter unserer Reaktionslésungen nicht durch den konstitutiv- 
kolloiden Habitus eines unserer Reaktionsprodukte bedingt ist, 
sondern da8 er seine Entstehung dem eigenartigen Verlauf der 
Reaktion zwischen dem  oberfliichenaktiven Aluminium und 
Formylglykokoll im geeigneten Medium verdankt. 

Wir haben bisher keinen Grund und kein Recht zu der 
Annahme, da die Beteiligung der Aminosiiure an dem 
Zustandekommen des kolloiden Systems geringer und un- 
wesentlicher sein sollte als die der anderen, an sich gleich- 
falls als krystalloid bekannten Bestandteile. 

Diese Auffassung findet ihre Stiitze in der relativen An- 
reicherung der freien Aminosiaure im ultradialysierten Sol und 
in den Beobachtungen bei der Ultrafiltration der aus dem 
wiBrigen Sol durch Alkoholzusatz erhaltenen Milch. 


Versuchsteil. 


Die Darstellung des Formylglykokolls erfolgte nach den 
bekannten Angaben Emil Fischers und O. Warburgs.') 
Verwendet wurde das nach seiner Vorschrift umkrystallisierte 
Produkt, Schmelzp. 151—152°C. Fiir die Herstellung des 
Aluminiumamalgams verwendeten wir Kahlbaumsches 
Aluminiumblech, das zunichst auf Spine verarbeitet wurde. 


1) E. Fischer u. O. Warburg, Chem. Ber. Bd. 38, 8. 3997 (1905). 
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Die Aktivierung erfolgte nach H. Wislicenus und L. Kaut- 

mann?) indem die sorgfaltig entdlten Spine mit Natronlauge 
bis zur starken Wasserstoffentwicklung angeitzt, mit Wasser 
abgespiilt und fir 1—2 Minuten in ?/,°/,ige Sublimatlésung 
eingebracht wurden. Alle diese Operationen wurden einige- 
mal wiederholt und schheBlich gut mit Wasser, Alkohol und 
Ather abgespilt. Die Aufbewahrung erfolgte unter Petrol- 
ather (Siedep. 85—50°). 


Einwirkung von Aluminiumamalgam auf Formylglykokoll. 


21 g Formylglykokoll (Schmelzp. 151—152°) werden in 
270 com Wasser gelést und Aluminiumamalgam zugesetzt, das 
dem Aufbewahrungsgefi8 nach AbgieBen des Petroliithers ent- 
nommen und von den Hauptanteilen desselben durch Auflegen 
auf Hiltrierpapier befreit worden war. Es wurde unter Riick- 
fluB etwa 12—13 Stunden gekocht. Nach kurzer Zeit verstarkt 
sich die schon in der Kilte einsetzende Wasserstoffentwicklung  } 
auBerordentlich, weswegen die Flamme zweckmibig verkleinert 
wird. Nach Beendigung der Reaktion wird durch ein Falten- 
iilter vom itiberschiissigen Aluminium abfiltriert. Die resultie- 
rende Lésung hat ein leicht hellgelbes, stark opalescentes Aus- 
sehen und erinnert in dieser Kigenschaft, wie iiberhaupt im 
ganzen iuberen Habitus an eine Lésung von Gummi arabicum. 
Arbeitet man nicht in waBrigem, sondern in alkoholischem 
Medium, so erhailt man eine wasserklare Liésung, die wir nicht 
niher untersucht haben. 

Die Beobachtungen an der eben beschriebenen Reaktion 
geben wir nach folgenden Gesichtspunkten wieder: 

a) Wesentliche chemische Eigenschaften. 

b) Quantitative analytische Bestimmungen. 

c) Kolloidchemische Untersuchungen. 


a) Wesentliche chemische EKigenschaften. 


Die Lésung reagiert nur schwach sauer gegen Lackmus 
und gibt auf Kongo kaum eine merkliche Reaktion, wiihrend 





*) H. Wislicenus u. L. Saufmann, Chem. Ber. Bd. 28, 8. 1325 
(1895). 
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eine Lésung von Formylglykokoll an sich auch gegen Kongo 
deutlich sauer reagiert. Eine reine Lésung von Formy!- 
glykokoll sollte, da die Aminogruppe ihres Molekiils besetzt 
ist, mit dem Reagens auf freie Aminosiiuren, dem Ninhydrin, 
keine Blaufairbung geben. Wir fanden beim vorgeschriebener 
Kochen waBriger, reiner Formylglykokollésungen das Auftreten 
einer schwachen rotlichen Fiarbung, die allerdings beim Er- 
kalten wieder verschwand. 

Dagegen zeigte das Reaktionsprodukt starke und deutliche 
blaue Firbung mit Ninhydrin. Wollte man in diesen an sich 
schon stichhaltigen Beweis fiir das Voriiegen freier Amino- 
gruppen (und damit freier Aminosiure) Zweifel setzen, so lag 
in dem Verhalten der Reaktionsfliissigkeit einerseits und vou 
reinem Formylglykokoll andererseits gegeniiber salpetriger Siiure 
eine Méglichkeit vor, den Beweis zu erbringen, dab tatsiichlich 
freier Aminostickstoff vorliegt. Wir beniitzten die Methode 
zur Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke. 

Bei Lésungen von reinem Formylglykokoll erhielten wi 
vollstiindig negative Resultate; das Kolloid ergab bei der 
quantitativen Bestimmung erhebliche Werte fiir Amino- 
stickstoff. 

Das Vorliegen von Aluminium wurde durch die iiblichen 
Reaktionen sichergestellt. 

Die kolloide Lésung gibt auf Zusatz von Silbernitrat in 
kurzer Zeit Briiunung und bald darauf reichliche Abscheidung 
von Silber. Mit Eisenchlorid entsteht blutrote Fiirbung. Diese 
Reaktionen wiesen auf das Vorhandensein von Ameisensiiure 
hin, die noch auf folgende Weise sichergestellt werden konnte. 

In einem mit Zutropftrichter und Dephlegmator samt ab- 
steigendem Kiihler versehenen Kolben befindet sich etwas von 
der zu untersuchenden verdiinnten Lisung. Die Vorlagen sind 
mit verdiinnter Natronlauge beschickt. Durch den ‘Tropf- 
trichter wird verdiinnte Schwefelsiure (1:1) hinzugefiigt und 
durch Erhitzen des Kolbens ein GroBteil des Wassers heriiber- 
getrieben. Durch Zuriicktitrieren der Natronlauge labt sich 
ein ansehulicher Verbrauch an Alkali sicherstellen, was nur 
durch das Vorhandensein einer durch Schwefelsiure in Frei- 
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heit gesetzten fliichtigen Siure gedeutet werden kann. Uber- 
dies wurden auch im Destillate die Ameisensiurereaktionen 
festgestellt.+) 


b) Quantitative analytische Bestimmungen. 


Die Darstellung der kolloiden Liésung haben wir unter 
Kinhaltung der gleichen Verhiltnisse mehrmals wiederholt, 
einerseits, um uns von der Reproduzierbarkeit der Reaktion zu 
iiberzeugen, andererseits, um durch jedesmalige Bestimmung 
des Aluminiums, des Gesamtstickstoffs und des Aminostick- 
stoffs ein Bild dariiber zu gewinnen, ob der ProzeB auch in 
stéchiometrischer Hinsicht immer zu gleichen Ergebnissen fiihrt. 

In diesem Falle miBten die gewonnenen, aufeinander be- 
zogenen Analysenzahlen identisch sein. 

Die angewendeten Analysenmethoden waren sehr einfach. 
Die Aluminiumbestimmungen wurden in der Weise ausgefiihrt, 
daB zu dem gemessenen, zu analysierenden Fliissigkeitsvolumen 
zunichst geniigend Salzsiure hinzugefiigt und nunmehr die 
normale Fallung mit Ammoniak ausgefiihrt wurde. 

Die Gesamtstickstoffbestimmungen erfolgten in iblicher 
Weise nach Kjeldahl, die Aminostickstoff bestimmungen wurden 
im von van Slyke angegebenen Mikroapparat vorgenommen. 

Im nachstehenden sind die Analysenergebnisse von vier 
verschiedenen Darstellungen angefiihrt. 

Darstellung I. 

a) 5 ecm Sol geben 0,1284 g Al,Q,. 

b) 5 ccm verbrauchen bei der N-Bestimmung nach Kjeldahl 
38,5 eem n/10 Saure. 

Das entspricht einem Gehalt von 0,0539 g Stickstoff. 

Darstellung II. 
a) 5eem Sol geben 0,1799 g Al,O,. 
b) 5 ecem verbrauchen bei der N-Bestimmung nach Kjeldahl 
a) 43,5 eem n/10 Siure. 
b) 43,75 cem n/10 =z, 
Das entspricht einem Gehalt von 


a) 0,061 g Gesamtstickstoff. 
b) 0,0612 g 


') Formylglykokoll ebense behandelt, ergab nur geringe Mengen 
HCOOH im Destillat. 
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e) 5eem Sol enthalten (nach van Slyke) 
a) 0,03899 g NH,-Stickstoff. 
b) 0,0386 g 


g 


Darstellung III. 
a) 5eem Sol geben 0,1180 g Al,O,. 
b) 5 cem verbrauchen bei der N-Bestimmung nach Kjeldah! 
a) 38,5 cem n/10 Sidure. 
b) 38,0 eem n/10 
Das entspricht einem Gehalt von 
a) 0,0539 g Gesamtstickstoff. 
b) 0,0532 ¢ . 
¢) 5 cem Sol enthalten (nach van Slyke) 0,0358 ¢ NH.-Stickstoff. 


** 


Darstellung IV. 
a} 5cem Sol geben 0,1810 g Al,O,. 
db) 5 cem verbrauchen bei der N-Bestimmung nach Kje!dah’ 
a) 40,25 ccm n/10 Siiure. 
b) 39,75 cem n/10 
Das entspricht einem Gehalt von 
a) 0,0564 g Gesamtstickstoff. 
b}) 0,0557 g " 
¢) 5 eem Sol enthalten (nach van Slyke) 
a) 0,0344 g NH,-Stickstoff. 
b) 0,0841 ¢ . 


c) Kolloidchemische Untersuchungen. 


DaB der SuBere Habitus der Lisung schon auf das Vor- 
liegen eines Sols hinweist, wurde bereitspgesagt. Das ultra- 
mikroskopische Bild zeigt dichtes Aggregat und teilweise be- 
wegte Teilchen. Das Tyndallsche Phiinomen ist auBerordent- 
lich stark; gelegentlich von Leitfihigkeitsmessungen mubBten 
wir eine Reihe von Verdiinnungen herstellen und konnten in, 
dem freien Auge schon lingst als homogen erscheinenden 
Lésungen noch deutlich die charakteristische Lichtbeugung 
feststellen. Erst bei einer Verdiinnung von 1:250 wird diese 
undeutlich. Um ein MaB fiir die Triibung zu gewinnen, wurde 
im Lichtextinktiometer von Moll die Lichtdurchlissigkeit ge- 
messen. Sie betrug, wenn die einer gleich dicken Wasserschicht 
mit 100°/, bezeichnet wird, 71°/,; d.h. 29°/, der auffallenden 
Strahlen wurden zerstreut. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIX. 10 








146 A. Fodor und M. Frankel, 


Ks wurde nunmebr versucht, durch Dialyse das Kolloid 
von etwaigen krystalloiden Verunreinigungen zu trennen. Dazu 
verwendeten wir zunachst Schleicher-Schiillsche Dialysier- 
hiilsen Nr. 2. Wir dialysierten gegen 250 ccm Wasser als 
AuBenfliissigkeit und zwar zunichst 18 Stunden. Nach dieser 
Zeit war der kolloide Charakter der dialysierten Fliissigkeit 
noch vollstindig erhalten. Das Dialysat zeigt fast keine Nin- 
hydrin- und praktisch keine Aluminiumreaktion. Nach Hin- 
dampfen im Vakuum und Aufnehmen mit wenig Wasser sind 
beide Reaktionen viel deutlicher. Mit Silbernitrat tritt in dem 
konzentrierten Dialysate bald braéunlich werdende Triibung auf 
‘Ameisensiure). 

Das in der Hiilse hinterbliebene Sol wird neuerdings unter 
cleichen Verhaltnissen wie das erstemal einer Dialyse unter- 
worfen. Aussehen und Verhalten der dialysierten Fliissigkeit 
und des Dialysates waren die gleichen wie beim ersten Male. 
Erstere wurde nunmehr neuerdings wiihrend etwa 44 Stunden 
in gleicher Weise dialysiert. 

Die schlieBlich erhaltene dialysierte Fliissigkeit zeigt zwar 
nur mehr schwachen, aber deutlichen kolloiden Charakter. 
Fast alle im Ausgangskolloid beobachteten EKigenschaften finden 
sich wieder; Tyndallphinomen ist auBerordentlich deutlic), 
Ninhydrinreaktion sehr schwach, ebenso auch die anderen 
Reaktionen. 

Die Analysenresultate dieser dreifach insgesamt etwa 
80 Stunden gegen 750 com Wasser dialysierten Loésung er- 
gaben folgende Werte, denen zum Vergleich die entsprechen- 
den Zahlen der undialysierten Lésung entgegengestellt werden. 


Lésung 
undialysiert dialysiert 
BO ie Se 2 et a ee NR 0,1799 ¢g 0,0261 g 


a) 0,0609 g a) 0,0038 g 
b) 0,0612 ¢ ~—b) 0,0042 g 
Aminostickstoff in 5cem. ..... . 0,0377 ¢ om 8) 


Gesamtstickstoff nach Kjeldahl in 5 cem 


Es wurde ferner eine Ultradialyse in dem von Wegelin 





1) Infolge der absoluten geringen Mengen und der groBen Ver- 
diinnung im Mikroapparat nach van Slyke nicht mehr bestimmbar. 
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angegebenen Apparat gegen fliebendes Wasser unter Verwen- 
dung eies Kisessig—Kollodiumfilters nach Bechhold (7,5°/,ig) 
vorgenommen. Die Dialysierdauer betrug gegen 20 Stunden, 
das Volumen der zu dialysierenden Fliissigkeit etwa 80 ccm, 
das des Dialysats etwa °, Liter. Nach einiger Zeit lieBen 
sich in Proben des abtropfenden Dialysats deutlich Aluminium- 
und Ninhydrinreaktion nachweisen. Die dialysierte Flissigkeit 
wies in Aussehen und Kigenschaften nur quantitative Unter- 
schiede gegeniiber der Ausgangsliésung auf. 

Im folgenden sind die gefundenen Analysenwerte des 
ultradialysierten und des undialysierten Sols zusammengestellt. 


Lisung 
undialysiert  dialysiert 
Aluminiumoxyd in 5eem...... . . 0,1186 ¢ 0,0364 g 
Gesamtstickstoff nach Kjeldahl in deem. .  0,0539 g 0,0120 ¢ 
Aminostickstoff nach van Slyke in 5eem .  0,0344 g 0,0083 g 
Prozente Aminostickstoff des Gesamitstickstofis 63,8 69,2 


Aus den Zahlen geht hervor, daB bei der Dialyse nicht nur 
keine verhiltnismaBige Verarmung, sondern im Gegenteil eine 
merkliche Anreicherung der Aminosiure im zuriickbleibenden 
Kolloid erfolgt, was als ein eindringliches Argument fiir die 
Zugehorigkeit der Aminosiure zum kolloiden System gedeutet 
werden mub. 

Das so gewonnene Ultradialysat liefert beim freiwilligen 
Mindunsten eine typisch gelatindse Masse, die, mit Wasser 
verrieben, neuerdings in Liésung geht. Der kolloide Charakter 
dieser Lésung ist mit freiem Auge wenig merkbar, dagegen 
zeigt die Liésung deutliches Tyndall-Phinomen. 


Zur Feststellung der Wanderung im elektrischen Felde 
wurde die iibliche, von Michaelis angegebene Apparatur mit 
unpolarisierbaren Klektroden benutzt. Es wurde gegen Leitungs- 
wasser kataphoresiert. Die Anfangsstromstiirke betrug 0,3 und 
stieg im Laufe des Stromdurchganges auf 0,4 Milliampere. 
Nach etwa 2 Stunden ist unterhalb des Kathodenhahnes deut- 
lich verstiirkte Triibung merkbar, einige Zeit nachher sind die 
dort angesammelten Teilchen durch den Hahn _hindurch- 
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gewandert und bilden im Kathodenschenkel eine deutlich ab- | 
gegrenzte, flockig-triibe Schicht gegen das Leitungswasser. 
Bei Versuchen, die Kataphorese zu reproduzieren, zeigte es sicli, 
daB die Anfangsstromstiirke um ein Geringes schwankt, was 
wohl auf die wechselnde Zusammensetzung des Leitungswassers 
zuriickgeht. Die Wanderung konnte nicht immer in gleich | 
deutlicher Weise mit freiem Auge festgestellt werden. In alle: | 
Fallen lieB sich in der unmittelbar an den Kathodenhahn an- 
grenzenden Wasserschicht viel Aluminium nachweisen, wihrend 
die an der entsprechenden Stelle des Anodenschenkels aui- — 
gefundenen Spuren von Aluminium lediglich auf Diffusion zu- 
rickgehen diirften. KElektrolytische Erscheinungen kommen be: 
diesen geringen Stromstirken wohl kaum in Frage. Hinige 
Aufmerksamkeit verdient das Verhalten des Glykokolls bei der 
Wanderung. Es wandert viel stirker kationisch als anodischi, 





also in demselben Sinn wie das Aluminium, ist aber durch die | © 


Ninhydrinreaktion auch deutlich im Anodenschenkel nachweis- | 
bar. In dieser Erscheinung kénnte man vielleicht einen Anlad | 
finden, anzunehmen, da8 das Glykokoll nicht chemisch im | 
Sinne einer Salzbildung an Aluminium gebunden ist, was noch | 
gestiitzt wird durch die Versuche, iiber die sofort zu berichten 
sein wird. Nach diesen reagiert Glykokoll weder mit frisch ge- 
filltem Aluminiumhydroxyd, noch mit Aluminiumamalgam unter 
Salzbildung. — Pes 

Uber die durch Alkoholzusatz aus dem wiBrigen Sol er-| — 
haltene Milch und die Erscheinungen bei der Ultrafiltration | 
dieser wurde bereits im theoretischen Teil gesprochen. 

Es mégen schlieBlich noch jene Versuche angefiibrt werden, 
die den Nachweis erbrachten, da keiner der bei unserer Re- 
aktion entstehenden Stoffe konstitutiv kolloider Natur ist. Ks 
wurde frisch gefilltes Aluminiumhydroxyd (nach griindlichem 
Waschen) im Uberschu8 unter Riickflu8 mit wiBrigen Lisunger 
von Formylglykokoll, Ameisensiure und Glykokoll langere Zeit 
gekocht. In allen 3 Fallen erhielten wir nach dem Ab- 
filtrieren vollstiindig wasserklare Lésungen, die bei den ersten 
2 Stoffen starke Aluminiumreaktionen gaben; beim Versuch 
mit Glykokoll bheb diese dagegen aus. Es scheint daher von 
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den fiir unser System in Frage kommenden Niuren wobl 
Ameisenséure und Formylglykokoll, nicht aber Glykokoll an 
sich die Fahigkeit der Salzbildung mit Aluminiumhydroxyd 
aufzuweisen. Die Lésungen zeigen auch kein Tyndal}- 
Phinomen. Im Falle des Aluminiumformiats wurde iiberdies 
mit der gleichen Anordnung und unter gleichen Verhiltnissen 
wie bei unserer kolloiden Lésung die Lichtdurchlissigkeit im 
Extinktiometer nach Moll gemessen. Die entsprechende Ab- 
» bel 
unserer kolloiden Stammlésung. 

SchlieBlich priiften wir auch noch das Verhalten von 
Ameisensiure und das von Glykokoll gegen das gleiche Alumi- 
nlumamalgam, das bei der Reaktion mit Formylglykokoll Ver- 
wendung gefunden hatte. Auch hier konnten wir nur das 
Auftreten vollstandig eindeutiger wahrer Lisungen beobachten, 
die bei dem Versuch mit Glykokoll auch hier nicht zur [bii- 
dung eines Salzes fiihrten. 

Aus den uns so zur Vertiigung stehenden mutmablichen 
einzelnen Reaktionsprodukten stellten wir uns endlich eine 


Mischung dar, die gewissermaBen das chemische Modell fiir 


das kolloide System bildete. Auch hierbei blieb die resultie- 
rende Lésung vollstiindig klar. 

Unsere Auffassung l4Bt sich dahin zusammentassen, dab 
die aus formylierter Aminosiure und aktiviertem Aluminium 
entstehenden kolloiden Systeme astéchiometrische Verbindungen 
darstellen, die zwischen den hochdispersen Aluminiumhydroxyd- 
teilchen und zwischen jenen organischen Stoffen entstehen, cic 
aus der Wechselwirkung der beiden Reaktionskomponenten 
hervorgehen. 

Unter diesen spielt neben der Ameisensiiure die frete 
Aminosiiure die Hauptrolle. Man kann die astéchiometrischen 
Verbindungen als Chemosorptionen auffassen und mithin zu 
dem Ergebnis gelangen, daB die erwihnten Systeme Adsorbate 
der Aminosaéuren an Aluminiumhydroxydoberflichen sind. 

Wir haben Frl. Ch. Epstein fiir die experimentelle Mit- 
hilfe, besonders fiir die Ausfiihrung der zahlreichen Analysen 
unseren besten Dank zu sagen. 
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II. Die Einwirkung von Aluminiumamalgam 
auf d,l-Formylleucin. | 

Von 
A. Fodor und M. Frankel. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie der Hebriischen Universitat 
Jerusalem.) 





(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 1926.) 


In der vorstehenden Mitteilung wurde die biologiscli: 
Wichtigkeit des Problems dargelegt, kolloide Systeme kenne 
zu lernen, die an ihrer Oberfliiche Aminosiiuren verankert ent- 
halten. Es wurde die sich zwischen Formylglykokoll uni 


Aluminiumamalgam abspielende Reaktion griindlich besprocher. ) 
Die damals gefundenen Ergebnisse sprachen dafiir, dab die | 


Aminosiiure, die wihrend des Prozesses aus ihrer NH-formy- 
lierten Form in Freiheit gesetzt wird, tatsiichlich Bestandtei. 
des kolloiden Gebildes ist. Die friiher beschriebene Reaktion 
volizieht sich im waBrigen Milieu. Die vorliegende Arbeit be- 


handelt die Wechselwirkung zwischen 4,l-Formylleucin und 


Aluminiumamalgam, die nur in alkoholischem Milieu zu einer 
analogen kolloiden Gebilde fihrt. 

Die Kenntnis dieses letzteren ist von Wert, weil infolge 
einer Reihe von giinstigen experimentellen Momenten der Be- 
wels fiir das tatsiichliche Vorliegen der Aminosiure in 
adsorptiver Form in diesem Falle schliissiger erbrach: 
werden konnte. 

Auch hier liegt die in der vorhergegangenen Mitteilung 
ausfiihrlich behandelte Astoechiometrie und die quantitative Ver- 
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schiedenheit der aus analogen Versuchen gewonnenen Alkoholo- 
solen vor. In dem hier zu besprechenden Falle lassen sich 
aber iiberdies aus dem Ausgangssol durch Behandlung mit 
Wasser hochopalescente Milche herstellen, aus denen feste 
Produkte abgeschieden werden, die untereinander gleichfalls 
wesentliche Differenzen in den Analysenzahlen aufweisen. 

Der Chemismus der Reaktion darf in beiden Fiillen als 
identisch angesehen werden. Denn auch hier zeigt das resul- 
tierende Kolloid neben Ameisensiure deutliche blaue Nin- 
hydrin-') und die Aluminiumreaktion. Es muf also auch hier 
der Stickstoff zum Teil in Form von freiem Aminostickstoff 
vorliegen, das heiBt als einer nichtacylierten Aminosiiure an- 
gehdrig, was wohl durch teilweise Abspaltung der Formylgruppe 
unter dem EinfluB von Aluminiumamalgam erklirt werden 
kann. Doch scheint es, als ob das konzentriert-alkoholische 
Medium fiir diese Abspaltung weniger geeignet ist als wiibriges, 
was auch von vornherein wahrscheinlich ist. Infolge der Un- 
méglichkeit, in alkoholischem Solvens Aminostickstoffbestim- 
mungen nach van Slyke auszufiihren, konnten auf Umwegen 
nur grobe Niherungswerte gefunden werden, die bei ungefihr 
8—10°/, Aminostickstoft gegentiber 60—70°/, beim analog in 
wibrigem Milieu behandelten Formylglykokoll liegen (siehe im 
experimentellen Teil). 

Wegen des Umstandes, daf sich Aminostickstoffbestim- 
mungen nicht ohne weiteres durchfiihren lieBen, und daf die 
aus dem Ausgangssol gewonnenen Produkte ungiinstige Lislich- 
keitsverhiltnisse aufwiesen, kam der Ninhydrinreaktion bei der 
Entscheidung der Frage, ob die Aminosiiure als ein Bestand- 
teil des kolloiden Systems anzusprechen ist, eine wichtige 
Rolle zu. 

Aus diesem Grunde ist es angezeigt, auf die Tragfahigkeit 
dieser Reaktion als Beweis hierfiir etwas niiher einzugehen. 

Es hat sich gezeigt, daB nicht bloB freie, sondern auch 
acylierte Aminosiuren mit Ninhydrin Farbungen ergeben. Kine 
Firbung an sich kann also nicht als ein Spezifikum freier 


') Ninhydrin = Triketohydrinden-hydrat. 
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Aminosdiure aufgefaBt werden. Doch haben die vielen Ver- 
suche, die im Laufe der Arbeit angestellt wurden, immer 
wieder dargelegt, dab bei Vorhandensein freier Aminogruppen 
die Ninhydrinreaktion eine rein blaue, héchstens unbedeutend 
rotstichige Farbung ergibt, wihrend die durch Formylleucin 
allein hervorgerufenen Firbungen viel schwiicher und aus- 
gesprochen rotstichig sind. Wir glauben auf Grund unserer 
Beobachtungen diese deutlichen Unterschiede zur Beweis- 
fiihrung heranziehen zu diirfen. Dies erscheint um so an- 
gingiger zu sein, als auch andere Umstiinde in die gleiche 
Richtung wiesen, was an geeignetem Orte niher darzulegen 
sein wird. 

Von den kolloiden EKigenschaften des alkoholischen Sols 
ist zu sagen, daB sie sich dem herkémmlichen Verhalten kol- 
loider Stoffe mehr n&hern als die des wifrigen, aus Formy]- 
glykokoll bei der gleichen Reaktion erhaltenen. Jenes diffun- 
diert im Gegensatz zu letzterem nicht durch Membranen in 
erheblichen Mengen hindurch, dringt nicht durch Ultrafilter- 
material und laBt sich in iiblicher Weise ausflocken. Das 
ultramikroskopische Bild und das Tyndallphiinomen diirften 
sich nicht sehr weitgehend unterscheiden, ebenso auch nicht 
die Eigenschaft der Resolubilitit bei beiden Solen. 

Das alkoholische Sol liefert beim geeigneten Einbringen 
in viel Wasser eine triibe Fliissigkeit vom Aussehen ab- 
gerahmter Milch, die gelegentlich einige gréBere Partikelchen 
enthilt. Dieses neue Sol zeigt ultramikroskopisch ein dichtes 
Aggregat und teilweise Brownsche Bewegung der Teilchen, 
es liBt sich seinerseits dialysieren und wird durch Ultrafilter 
zurickgehalten. Uber das durch Anderungen des Dispersitiits- 
grades bedingte, voneinander in mancher Hinsicht abweichende 
Verhalten einiger Milche, die aus einer Reihe von gleichartig 
dargestellten alkoholischen Solen gewonnen wurden, gibt der 
Versuchsteil genauer AufschluB (dort siehe auch iiber die frei- 
willig erfolgende oder kiinstlich hervorzurufende Bildung von 
Niederschligen aus diesen). 

Hier sei nur noch angemerkt, welche Merkmale dafiir 
sprechen, daB die freie Aminosiure Bestandteil der kolloiden 
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Systeme ist, wobei die Krage unentschieden bleibt, ob sie 


an 
sich kolloid oder an ein solchés adsorbiert vorhanden ist. 

Hierbei haben wir zu unterscheiden: 

1. das alkoholische Ausgangssol, 

2. das aus diesem durch KingieBen in Wasser erhaltene 
Sol von milchigem Charakter und 


3. die aus der Milch abgeschiedenen Niederschlige. 


1. Das alkoholische Ausgangssol. 

Das Vorliegen freier Aminosiure (d. h. entformylierter) in 
diesem ist durch eine aut Umwegen migliche Aminostickstoti- 
bestimmung nach der Methode von van Slyke qualitatiy 
sichergestellt. Konform hierzu gibt es mit wibrigem, besser 
mit alkoholischem, Ninhydrin (weil wiibriges eine teilweise 
Milchbildung bewirkt) eine intensive reine Blaufiirbung. Bei 
der Ultrafiltration des Alkoholosols erweist es sich, dat} eim 
Teil des Kolloids zuriickgehalten wird. Das Filtrat zeigt aber 
ultramikroskopisch noch Brownsche Bewegung, positive Alu- 
mintum und Ninhydrinreaktion. Wird nun der Filterriickstand 
griindlich mit Alkohol gewaschen, um etwa mechanisch sn- 
haftende Aminosiiure wegzubringen, so geht em grober ‘Teil 
derselben wieder kolioid in Lésung; denn bei ultramikrosko- 
pischer Betrachtung des gesondert aufgefangenen Waschalkohols 
zeigt sich lebhafte Brownsche Bewegung, auch die Ninhydrin- 
und die Aluminiumreaktionen lassen sich feststellen. Unter 
diesen Umstiinden darf man wohl annehmen, dab mechanisch 
anhaftendes Leucin schon in Lésung gegangen wiire. Der Min- 


wand, das Leucin in Alkohol schwer léslich ist und daher aut 


diesem Wege nicht entfernt werden koénne, ist nicht stich- 
haltig, Da das Milieu, in dem es gelést vorhanden war, 
Alkohol darstellt, so kiénnte man es gerade aus diesem Grunde 
als kolloid gelist ansehen. Neigt man dagegen der Meinung 
zu, daB es im alkoholischen Ausgangssol einen wahrgelésten 
Begleiter bildete, so muB man zugeben, dab ihnlich giinstige 
Verhiltnisse wie fiir seine urspriingliche auch fiir seine Wieder- 
lésung aus dem Ultrafiltrierriickstand vorhanden waren. Der 
vom Ultrafilter abgeliste, sehr geringe Riickstand zeigt aber 
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nach dem Aufschlimmen in Alkohol und Kochen mit alkoho- 
licher Ninhydrinlésung eine positive Reaktion, die dem Ton 
und der Nuance nach dem des Ausgangssols volistiindig ent- 
spricht. In letzterem ist aber das Vorliegen freier Aminosiiure 
auch auf anderem Wege, namlich durch eine Aminostickstoft- 
bestimmung nach Slyke sichergestellt. 

Die Zugehorigkeit der Aminosiure zum kolloiden System 
ist also wohl auf diesem Wege zumindestens recht wahr- 
scheinlich gemacht. 


2. Das durch EingieBen in Wasser erhaltene 
milchige Sol. 


Wird dieses Sol ultrafiltriert, so wird es fast véllig zuriick- 
gehalten. Wéahrend die Milch vor der Ultrafiltration positive 
Reaktion mit einer alkoholischen Liésung von Ninhydrin gab, 
bleibt erstere im mindestens gleich konzentrierten Ultra- 
filtrate vollstindig aus. Selbst nach dem in einem Versuche 
vorgenommenen Kindampfen des Ultrafiltrates zur Trockne und 
Wiederaufnehmen eines Teiles desselben in wenig Wasser triti 
in der so erzielten konzentrierten Lésung die Ninhydrinreaktion 
nicht mehr auf. 

Wie zu erwarten, findet man dagegen bei der Suspen- 
dierung des Ultrafilterriickstandes in Alkohol und Kochen mit 
alkoholischem Ninhydrin eindeutige Blaufirbung. 

In dem wiBrig-alkoholischen, milchigen Sol ist also die 
Aminosiiure beim Ultrafiltrieren mit dem gré8ten Teil der 
anderen Substanzen zuriickgehalten worden. Sie ist dem- 
nach ein Bestandteil dieses kolloiden Systemes. 


3. Die aus der Milch abgeschiedenen, normal filtrier- 
baren Niederschliage. 


Diese bieten der quantitativen Untersuchung auf vor- 
liegenden freien Aminostickstoff insofern Schwierigkeiten, als 
sich kein geniigend indifferentes Losungsmittel ausfindig machen 
laBt, welches eine Verseifung der noch formylierten Amino- 
gruppen ausschlieBt. Hingegen erweist es sich, daB bei Sus- 
pendierung des Niederschlages in Alkohol und Kochen mit 
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alkoholischer Ninhydrinlésung eine starke Blaufirbung der 
Fliissigkeit und des Bodensatzes auftritt. 

Demnach ist die freie, an sich wasserlisliche 
Aminos&ure in dem aus der wiBrigen Milch ausge- 
flockten Produkt in adsorptiver Form wiederzufinden. 


DaB es im Falle des Formylleucins eines alkoholischen, 
in dem des Formylglykokolls eines wiBrigen Mediums bedarf, 
um zu den erwiinschten Adsorbaten der Aminosiiuren zu ge- 
langen, ist nicht verwunderlich, wenn man bedenkt, daB die 
beiden den Formylverbindungen zugrundeliegenden Amino- 
siuren auch sonst groBe Verschiedenheiten aufweisen. 

Beziiglich der Frage nach der kolloiden Struktur des 
Reaktionsproduktes sei auf die entsprechenden Ausfiihrungen 
der friiheren Mitteilung verwiesen. 

Die vorliegenden Beobachtungen kénnen dahin zusammen- 
gefaBt werden, daB in dem untersuchten kolloiden Systeme 
und in allen seinen bekannt gewordenen Zustandsiinderungen 
die freie (d.h. entacylierte) Aminosiure mit dem kolloiden 
Haupttriger, dem Aluminiumhydroxyd, verbunden bleibt und 
demnach sein Schicksal teilt. 

Das angestrebte Ziel, Aminosiiuren auf kolloiden Ober- 
flichen zu fixieren, ist daher erreicht worden. Als besonders 
wertvoll kann noch die Tatsache angefiihrt werden, daB die 
kolloiden Trager wechselnden Dispersitiitsgrades sind, d. h. vom 
hochdispersen alkoholischen Ausgangssol iiber die weitaus 
grébere Milch zum normal filtrierbaren Niederschlag variert 
werden kénnen. 

Die Untersuchung wird nach verschiedenen Seiten hin 
fortgesetzt. Versuche, an Stelle von Aluminium andere akti- 
vierte Metalle anzuwenden, zum Beispiel Hisen, sind im Gange. 
Die biologische Auswertung der beschriebenen kolloiden Systeme 
bleibt besonderen Untersuchungen vorbehalten. 

Es soll auch gepriift werden, ob sich die Abspaltung von 
Acylgruppen unter dem Hinflu8 von Aluminiumamalgam zu 
elner praparativen Methode ausgestalten liBt. 


a 
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Versuchsteil. 


Von den zur Verwendung gelangten Ausgangsmaterialien 
wurde Formylleucin nach den Literaturangaben}), Aluminium- 
amalgam wie in der friiheren Mitteilung beschrieben, dar- 
gestellt. 


Einwirkung von Aluminiumamalgam auf Formylleucin. 


10 g Formylleucin (Schmelzp. 112—114°) werden in 125 ccm 
Alkohol gelést, Aluminiumamalgam und ein wenig Wasser 
(7/, ecm) hinzugefiigt und nun auf dem Wasserbade durch 
5—6 Stunden erwirmt. Es tritt bald, namentlich beim Er- 
wairmen deutliche Wasserstoffentwicklung auf. Am niachsten 
Tage zeigt die Fliissigkeit ein undurchsichtiges griuliches Aus- 
sehen und einen ziemlich starken Bodensatz. Die durch ein 
Hartfilter durchgegangene Lisung ist milchig getriibt und er- 
innert an Emulsionen. 

Sie gibt deutlich rein blaue Ninhydrin- und die Aluminium- 
reaktionen. Die Fliissigkeit zeigt bei ultramikroskopischer Be- 
trachtung dichtes, zum Teil bewegtes Feld. Die wihrend der 
Beobachtung geringer werdende Brownsche Bewegung kann 
als flockender KinfluB der Kiivette gedeutet werden. 

Das erhaltene Sol ist sehr bestiindig. Bei monatelanger 
Auibewahrung scheidet sich ein geringer Bodensatz ab, der 
wieder leicht suspendierbar ist. 


Quantitative Bestimmungen. 


Gesamtstickstoff und Aluminium werden in iiblicher Weise 
bestimmt. Die Analyse auf Gesamtstickstoff stieB insofern auf 
Schwierigkeiten, als die van Slyke-Methode in alkoholischer 
Lésung vollstindig versagt. Denn Alkohol gibt mit salpetriger 
Saiure eine groBe Menge von durch Permanganat nur schwierig 
zu absorbierenden Gasen. Zugabe von Wasser als Verdiinnungs- 
mittel ist wegen der Empfindlichkeit des Alkoholosols gegen 
dieses ausgeschlossen. 

Wir haben daher zur Bestimmung des freien Stickstoffs 
den Umweg eingeschlagen, den Alkohol vorsichtig abzudunsten, 


1) E. Fischer u. O. Warburg, Chem. Ber. Bd. 38, S. 3997 (1905). 
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den Riickstand unter Zusatz von wenig Salzsiure in der Kiilte 
in Wasser zu lésen und die so erhaltene, etwas triibe Fliissig- 
keit zur Analyse zu verwenden. Da dieser Weg aber hiiufig 
nur zu Suspensionen fiihrte, bei denen sich ein groBer und 
unkontrollierbarer ‘Teil der Substanz der Bestimmung ent- 
ziehen konnte, so betrachten wir diese Analysen lediglich als 
einen exakten Nachweis des Vorliegens freier Aminogruppen 
(und damit von entacylierter Aminosiiure) und sehen von der 
quantitativen Auswertung der gefundenen Ergebnisse ab. 

Es zeigt sich auch hier wieder die Erscheinung, die bei 
der Beschreibung des wiBrigen Glykokollsols ausfiihrliche Er- 
wihnung fand: Unter gleichen Versuchsbedingungen und mit 
gleichem Ausgangsmaterial hergestellte Lésungen weisen ver- 
hiltnismibig weit voneinander abweichende Zusammensetzung 
in quantitativer Hinsicht auf. 


Analysenergebnisse. 
A. Alkoholische Sole. 


Darstellung I. 
a} 5cem Sol geben 0,0497 g Al, Og. 
b) 5 cem verbrauchen bei der N-Bestimmung nach Kjeldah! 
a) 29,75 ecm n/10-Siéure. 
b) 30,00 cem _,, _ 
Das entspricht einem Gehalt von 
a) 0,0417 g Stickstoff. 


©o 
b) 0,0420 g - 
Darstellung Il. 

«} 5eem Sol geben 0,0419 g Al,Qg. 
b! 5 cem verbrauchen bei der N-Bestimmung nach Kjeidah! 

a) 12,25 eem n/10-Siure. 

b) 12,25 cem_ ,, a 
Das entspricht einem Gehalt von 0,0172 g Stickstoff. 


Darstellung III. 
a) 5eem Sol geben 0,0486 g Al,Q,. 
b) 5 cem verbrauchen bei der N-Bestimmung nach Kjeldahl 
12,75 cem n/10-Siure. 
Das entspricht einem Gehalt von 0,0179 g Stickstoff. 
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Darstellung IV. 
a) 5 ecm Sol geben 0,0636 g Al,Q,. 
b) 5 cem verbrauchen bei der N-Bestimmung nach Kjeidah! 
a) 18,00 cem n/10-Siure. 
b) 18,20 cem __,, 
Das entspricht einem Gehalt von 
a) 0,0252 g Stickstoff. 
b) 0,0255 g ) 
Simtliche Darstellungen geben positive Resultate bei der 
Aminostickstotibestimmung nach van Slyke. 


? 


B. Feste Produkte aus der Milch durch Ausflocken 
gewonnen. 


I, (Aus alkoholischem Sol, Darstellung I, gewonnen). 
0,0982 g Substanz geben 0,0154 g Al,O,. 
0,0474 g . » 0,0036 g Stickstoff. 

IJ. (Aus alkohol. Sol, Darst. III, gew.) 
0,0726 g Substanz geben 0,0205 g Al,Q,. 
0,0389 ¢ " » 09,0024 g Stickstoff. 

Ili. (Aus alkoh. Sol, Darst. X, gew.) 
0,100 g Substanz geben 0,0178 g Al,O,. 
0,060 g a »  0,0047 g Stickstoff. 


Ubersicht iiber die prozentische Zusammensetzung der festen Produkte. 





Darstellung °/, Al,O, °/, Stickstoff 
pf 15,69 7,59 
I] 28,24 6,17 
iil 17,8 7,83 








Kolloidchemische Untersuchungen. 
A. Im alkoholischen Sol. 


AuBerer Habitus und ultramikroskopisches Bild wurden 
bereits erwihnt. Tyndallphainomen ist vorhanden. Der kol- 
loide Charakter des alkoholischen Sols ist viel deutlicher aus- 
geprigt, d.h. entspricht mehr dem klassischen Bild kolloider 
Loésungen als das des wiBrigen aus Formylglykokoll erhilt- 
lichen. 

a) Verhalten bei der Dialyse. 

Wir dialysierten in Schleicher-Schiillschen Hiilsen gegen 

Alkohol als AuBSenfliissigkeit. Nach 24 stiindiger Dauer wurde 
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das Dialysat eingedampft; der sehr geringfiigige hinterbliebene 
Sirup erstarrte nach mehrtigigem Stehen. Es wurden geringe 
Mengen Aluminiums sichergestellt. Es kann sein, daB die 
Poren der Membranhiilse durch das alkoholische Medium so 
weit verengt oder verstopft wurden, daB die Diffusion zu- 
mindestens sehr erschwert, wenn nicht gehindert wurde. Die 
dialysierte Fliissigkeit hat den urspriinglichen Charakter be- 
wahrt. 


b) Verhalten bei der Ultrafiltration. 


Ks wurde im normalen Ultrafiltrationsapparate unter Ver- 
wendung von Kisessigkollodiumfiltern (1,5°/,) gearbeitet, aus 
denen zwecks Verhinderung einer Ausfillung des wasser- 
empfindlichen Sols das Wasser entfernt worden war. Die 
Filter wurden daher vor Verwendung in Alkohol—Wasser- 
gemische von steigender Alkoholkonzentration gebracht. (Bei 
Anwendung dichterer Filter fand iiberhaupt kein Fliissigkeits- 
durchgang durch das Filter statt.) Mit so priparierten Filtern 
lieB sich das alkoholische Sol zum Teil zuriickhalten. Das 
erhaltene Ultrafiltrat gab deutliche Aluminium- und Ninhydrin- 
reaktion, zeigte aber kein Tyndallphinomen mehr. Bei der 
ultramikroskopischen Betrachtung der Fliissigkeit zeigte sich 
dagegen das iibliche Bild kolloider Lésungen. Diese war also 
nicht zur Ginze zuriickgehalten worden. 

Das am Ultratilter zuriickgebliebene Kolloid wurde zwecks 
Kntfernung noch anhaftender Mutterlauge griindlichst mit viel 
Alkohol auf der Ultranutsche nachgewaschen und die Wasch- 
fliissigkeit gesondert vom eigentlichen Filtrate aufgefangen. 

Hs zeigte sich, daB bei dieser Reinigung ein GroBteil des 
Kolloids neuerdings in die Solform iberfiihrt worden war. Das 
ultramikroskopische Bild des Waschalkohols weist eine grébere 
Anzahl bewegter Teilchen auf als das Ausgangskolloid oder 
das eigentliche Ultrafiltrat. Der nunmehr zuriickbleibende, ganz 
geringe Ultrafilterriickstand zeigt, in Alkohol suspendiert, mit 
alkoholischer Ninhydrinlésung eine ganz deutliche blaue Nin- 
hydrinreaktion. 

Aluminium war in dem Riickstand infolge der weitaus 
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geringeren Empfindlichkeit der Aluminiumreaktionen iiberhaupt 
nicht mehr nachweisbar. 

Ks ist somit durch die Ultrafiltration des alkoholischen 
Sols bewiesen, daB die Aminosiure mit ein Bestandteil des kol- 
loiden, scheinbar resolublen Systems ist, wie es in dem Hin- 
wirkungsprodukte von Aluminiumamalgam auf Formylleucin 
vorliegt. 

ec) Ausflockung des alkoholischen Sols. 

Dieses 1aBt sich durch einen Tropfen Ammonsulfat, Am- 
moniak usw. ausflocken. Im UberschuB von Ammoniak wird 
es gelést unter Ausscheidung von Aluminiumhydroxyd. 


B. Die aus dem Alkoholosol durch Einbringen in 
Wasser erhaltene Milch. 


Ks wurde schon mehrfach erwihnt, daB das alkoholische 
Sol auBerordentlich wasserempfindlich ist. Wird es in eine 
gréBere Menge von Wasser eingetragen (z. B. in das 10- bis 
20 fache Volumen), so bildet sich neben geringen Mengen von 
Klumpen eine Milch, die verschiedene Bestiindigkeits- und 
Dispersititsgrade aufweist. Sie geht dementsprechend durch 
gewohnliche, wie auch durch Hartfilter mehr oder weniger voll- 
stiindig hindurch. Das ultramikroskopische Bild zeigt eine 
Menge bewegter T'eilchen. 

Es hat den Anschein, da jene alkoholischen Sole, die 
im Verhiltnis zu ihrem Stickstoffgehalt mehr Aluminium be- 
sitzen, bestiindigere Milche bilden als jene mit einem geringeren 
Aluminiumgehalt. Aus diesen Milchen entstehen, manchmal 
spontan, in anderen Fallen durch Kingriife von aufen, z. B. 
Erwirmen oder Reiben mit einem Glasstabe, Niederschlige, 
die sich normal filtrieren lassen. 

Die Milch als solche weist gegen wibrige und alkoholische 
Ninhydrinlésung verschiedenes Verhalten auf. Mit wiBrigem 
trat auch bei lingerem Kochen keine, mit alkoholischem da- 
gegen eine der grofen Verdiinnung entsprechende Blaufarbung 
auf. Die freie Aminosiure, die im Alkoholosol als der Urheber 
der starken, rein blauen Ninhydrinreaktion anzusprechen ist, 
scheint also in der Milch in einer weniger oberflichenaktiven 
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Form von geringerem Dispersitiitsgrad vorzuliegen. Die Amino- 
siiure teilt also das Schicksal des kolloiden Systems 
beim Eingiefben in Wasser. 


a) Verhalten der Mileh bei der Dialyse. 

Die verschiedene Bestiindigkeit dieser, von der schon die 
Rede war, zeigte sich auch bei der Dialyse. 

Manche flockten bei der Dialyse nach kurzer Zeit aus, 
andere blieben selbst bei mehrtiigiger gleichartiger Behandlung 
in ihrer Struktur erhalten. In allen Fidlen Ji8t sich mit 
alkoholischer Ninhydrinlésung in der dialysierten Milch das 
Vorliegen von Aminosiiure nachweisen. Es ist wichtig anzu- 
sehen, daB alle Versuche, Leucin mit Aluminiumhydroxyd oder 
mit Aluminiumamalgam in Reaktion zu bringen, um Salz- 
bildung zu erzielen, negativ ausfielen. Ks kann also nicht als 
wahrscheinlich angesehen werden, daB& etwa in dem Kolloid 
ein Aluminiumsalz von Leucin vorliegt, das in Wasser schwer 
lislich ist und daher bei der Uberfiihrung aus dem rein alko- 
holischen in ein sehr stark wiiBriges ausfillt. Leucin an sich 
‘st aber wohl in Wasser verhiiltnismifig am leichtesten von 
allen neutralen Liésungsmitteln léslich. Dieses vom normalen 
abweichende Verhalten ist durch die Annahme der Zugehdérig- 
keit der Aminosiure zum kolloiden System zwanglos erklirt. 

b) Verhalten der Mileh bei der Ultrafiltration. 

Die durch gewoéhnliche Filter je nach ihrem Dispersitiits- 
grade mehr oder weniger durchgehenden Suspensionen werden 
durch ein tibliches Ultrafilter (7,5 °/,1g) weitgehend zuriick- 
gehalten. Ks ist fiir die vorliegende Untersuchung von Wich- 
tigkeit, ob hierbei die Aminosiiure als molekular gelister An- 
teil ins Filtrat gelangt oder gemeinsam mit dem Kolloid zu- 
riickgehalten wird. 

Bei Milchen, die an sich mit alkoholischer Ninhydrin- 
lisung eine deutliche Blaufirbung gaben, zeigte das klare 
Ultrafiltrat keine Ninhydrinreaktion mebr; auch im stark ein- 
geengten Filtrate blieb sie aus. 

Wird dagegen der Filterriickstand in Alkohol suspendiert 
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und mit alkoholischer Ninhydrinlésung gekocht, so ergibt sich 
eine intensive Blaufirbung. Demnach ist die Aminosiure in 
der durch Ausfallung des alkoholischen Sols mit Wasser her- 
gestellten Milch als Kolloid oder als an kolloider Oberfliiche 
verankert anzusehen. 


ce) Ausflockung der Miich 


ist durch iibliche Mittel, wie durch Ammonsulfat, Siuren usw 
zu erzieien. 


C. Die aus der Milch entstehenden Niederschlige. 


Uber diese wurde einiges schon im theoretischen Teil ge- 
sagt. Hier ist noch nachzutragen, daB sie kurze Zeit nac) 
ihrer Kntstehung und nach einiger Aufbewahrung verschiedenc 
Loslichkeitsverhaltnisse aufweisen. Zuniichst sind sie resolube! 
im Alkohol und aus dieser Lésung durch Wasser wieder aus- 
fillbar; nach einiger Zeit werden sie in Alkohol unléslich und 
auch durch Siuren, wie z. B. Eisessig, nur in der Hitze gelést. 
Werden sie in Wasser aufgeschlimmt und mit waBriger oder 
alkoholischer Ninhydrinlésung erhitzt, so ergibt sich eine blau- 
gefirbte Fliissigkeit und ein blau angefirbter Bodensatz. Die 
teaktion wird mit zunehmender Alkoholkonzentration deut- 
licher und ist am stiarksten, wenn die statt in Wasser in 
Alkohol geléste bzw. suspendierte Substanz mit alkoholischer 
Ninhydrinlésung gekocht wird. 

Frl. Ch. Epstein hat uns bei der Ausfithrung der Arbei' 
auf das Beste unterstiitzt. 














bepd 


a | 














Erschépfende Methylierung von l-Leucyl-prolin. Oxy-acy]- 
aminosaureamidbildung aus Halogen-acyl-aminosduren in 
wahrigem Ammoniak. 

Von 
Emil Abderhalden und Hans Sickel. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderw 
der Wissenschaften.) 


or 
1s 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Juli 1926.) 


Wir haben kiirzlich') mitgeteilt, daB& auch Leucylprolin 
bei der erschépfenden Methylierung ein Produkt hefert, das 
entsprechend den friither’} beschriebenen Methylierungsprodukten 
der synthetisch dargesiellten Tyrosyl-prolinverbindungen und 
der diesen sehr nahestehenden bei der tryptischen Casein- 
verdanung isolterten Substanz C,,H,,O,N, eine Methylgruppe, 
am Stickstoft sitzend, mehr aufweist, als nach den bisherigen 
Befunden’) bei Dipeptiden und Aminosiiuren zu erwarten ist. 
Allerdings wurde beim Leucylprolin trotz gleicher Methodik 
der hochmethylierte Kérper in einer viel geringeren Ausbeuite 
erhalten, als bei den genaunten Verbindungen. Die Haupt- 
menge des Dipeptides nahm nur 3 Methylgruppen aut. Es 
entstand der Dimethyl-leucyl-prolinmethylester. Wir 
vermuten, daB sehr wahrscheinlich die Léslichkeit dieses sicher 


1) Erseheint in dieser Zs. 

*) Diese Zs. Bd. 153, 8S. 32 u. 49 (1926). 

‘) Diese Zs. Bd. 153, 8. 36 (1926); vgl. ferner Novak, Chem. Ber. 
Bd. 45, S. 834 (1912); Engeland, Chem. Ber. Bd. 48, 38. 2662 (1910); 
Rogozinski, Diese Zs. Bd. 80, 8. 87 (1912); Abderhalden u. Kautseh, 
Diese Zs. Bd. 72, S. 44 (1911); Herzog u. Landsteiner, Biochem. Zs. 
Bd. 61, 8. 458 (1914). 
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in allen Fallen zunichst entstehenden Esters in Wasser im 
Verhiltnis zu derjenigen in Ather, der bei dieser von Bilt 
und Paetzold?) modifizierten Methylierungsmethode ja in sehr 
groBem Uberschu8 gegeniiber geringfiigigen Wassermengen vor- 
handen ist, fir die héhere Methylierung ausschlaggebend ist. 
Wir schlieBen dies aus dem Umstand, daB die Ausbeuten an 
diesem iibermethylierten Kérper beim Tyrosinderivat so hoch 
ist. Bei diesem mindert die Oxygruppe die Léslichkeit des 
Dipeptidesters in Ather sehr herab. 

Das zu dem Methylierungsversuche benétigte Leucyl- 
prolin haben wir ttber das Anhydrid des Prolyl-leucins, 
das nach der EK. Fischerschen Methode*) aus Dibrom- 
valeryl-leucin durch Aminierung leichter zugiinglich erschien. 
als das erstgenannte, dargestellt. Die Erfahrung zeigte, dati 
bei der Behandlung dieses Bromderivates mit wiSrigem Am- 
moniak bei 40° nur etwa 20°/, in das gewiinschte Prolyl-leuci: 
iibergefiihrt werden. Aus dem verbleibenden Hauptanteil des 
Aminierungsproduktes, der ein Gemisch mebrerer Verbindungen 
darstellte, lieB sich mit Miihe noch ein krystalliner Korper 
abtrennen, der interessant ist, weil die Analyse des bei 50° 
gewichtskonstant getrockneten, optisch inaktiven Krystallpulvers 
vom Schmelzp. 190—191° und seine Kigenschaften auf die An- 
nahme von Prolin + +/, Mol Wasser stimmen und nach der van 
Slyke-Bestimmung 1,62°/, Aminostickstoff festgestellt wurden 
Leider war die erhaltene Menge an reiner Substanz sehr gering. 
so daB weitere Beobachtungen nicht gemacht werden konnten. 
Uber die Hiilfte des Aminierungsriickstandes konnte nicht ir 
einheitliche Fraktionen aufgeteilt werden. Nach lingerer Be- 
handlung ging in Essigester nur eine geringe Menge dliger 
Substanz in Lésung, die etwa 5°/, des der halben Brommenge 
entsprechenden Stickstoffs als Amid—N enthielt. Der nach 
dieser Reinigung verbleibende, amorphe, sehr hygroskopische 
Hauptanteil (etwa 55°/,) wurde noch des éfteren mit verschie- 
denen Lésungsmitteln behandelt und daraus umgefillt. Hs 
konnte kein einheitliches Produkt mehr abgetrennt werden. 


1) Chem. Ber. Bd. 55, S. 1066 (1922). 
2) Chem. Ber. Bd. 37, S. 2842 (1904). 
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Dieses hygroskopische Gemisch reagierte deutlich sauer, bildete 
aber mit lupferoxyd kein Salz. Ninhydrinreagens erzeugte 
eine dunkelrote, spiiter olivgriine Farbung. Die Reaktionen 
auf die Carbonylgruppe waren stark positiv. Ferner wurde 
auch hier Amidstickstoff festgestellt. Die orientierende Analyse 
ergab: 54,27°/, U, 9,64°/, H, 9,71°/, N, 3,03°/, NH,—N und 
1,50°/, NH,—-N. Wir miissen annehmen, dab in diesem Ge- 
misch ein nicht unerheblicher Anteil als Oxy-acyl-amino- 
siureamid vorhanden ist. Dieses lit sich beachtenswerter- 
weise mit Kssigester nicht aus dem darin unlislichen Gemisch 
abtrennen. Ks set in diesem Zusammenhang noch darauf hin- 
sewiesen, daB bisher?) ein solcher Aminierungsverlauf (— zu 
Oxy-acyl-aminosiurenamiden fiihrend —) nur bei Halogenacy]- 
aininoséuren mit tertiiirem Stickstoff beobachtet worden ist. 
Hier im Dibromvalery!-l-leucin haben wir aber sekundiiren 
Stickstofi vor uns. EK. Fischer ist an Hand _ verschiedener 
Modellstudien zu der Annahme gefiihrt worden, daB der ter- 
tire Stickstoff Ursache dieses ,,Austausches“ von Alkylamino- 
gruppe und Siurehydroxyl sei. Unsere Beobachtungen: Amid- 


stickstoff und gleichzeitig nachgewiesenes Anhydrid — wahr- 
scheinlich in Diketopiperazinkonstitution —- lassen es mdglich 


erscheinen, daB diese Austauschreaktion mit der voraufgehenden 
Anhydridbildung gekoppelt ist. Aus dem Dibromvalerylrest 
entsteht das Prolin mit seinem sekundiren Stickstoff. Die 
Tendenz zur Anhydridringbildung scheint schon deshalb grob 
zu sein, weil durch Spaltung dieser gemischten Prolinanhydride — 
bisher beim Tryosin-*) und Leucinderivat*) beobachtet — mit 
Normalalkali ausschlieBlich nur Aminoacylproline entstehen. 
Ks diirfte nach diesen Erwiigungen zutreffender sein, wenn 
man fiir diesen anormalen Verlauf der Aminierung jene 
Halogenacylabkémmlinge von Aminosiiuren oder Polypeptiden 
als geeignet betrachtet, die entweder schon tertiaéren Stickstoff 
besitzen, oder nach RingschluB solchen aufweisen. 





*) Liebigs Ann. d. Chem, Bd. 363, 8.118 (1908) u. Bd. 369, 8.247 (1909). 

) Diese Zs. Bd. 153, S. 28 u. 48 (1926). 

5) Erscheint in dieser Zs. Beachte dort auch das ,,Dioxy-valeryl- 
tyrosinamid“-Vorkommen in Molekiilverbindung mit Prolyl-tyrosin. 
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Experimenteller Teil. 


Prolyl-l-leucin. 

7 g 1-Leucin, in 290 com Normalnatronlauge gelést, wurder 
bei Zimmertemperatur mit 14 g Dibromvalerylchlorid und 
65 ccm n-NaOQH abwechselnd in kleinen Portionen unter 
Schiitteln versetzt. Auf Zugabe von 110 ccm Normalsalz- 
siiure fiel ein hellgelbes Ol zu Boden. Dieses wurde in Athe: 
aufgenommen, mit verdiinnter Salzsiiure ausgeschiittelt unc 
vereint mit den vom Ausschiitteln des Waschwassers und der 
dekantierten Lisung stammenden Athermengen iiber Natrium- 
sulfat entwiissert. Aus der konzentrierten Atherlisung gelang 
es auch nach lingerer Behandlung mit Petroliither in der 
Kalte nicht zu einem krystallinen Produkt zu kommen. Ebensc 
erfolglos blieben die Krystallisationsversuche mit den gebriiuch- 
lichen organischen Lisungsmitteln. Das hellgelbe Harz wurde im 
Vakuum bei 50° iiber Schwefelsiiure bis zur Gewichtskonstanz 
gebracht. 


17,590 mg hiervon lieferten 17,400 mg AgBr.... 


72,5 ,, bendtigten 1,90 cem n/10-H,SO,-Liésung. 
Fiir C,,H,,0,NBr, (373) Ber. Br 42,85°/, N 8,75°%, 
Gef. ,, 42,09 ,, » oat. 


11 g dieses Harzes wurden mit 60 com 25°/,igen wiiBriger 
Ammoniaklésung 4 Tage bei 388—40° belassen. Danach waren 
96°/, des Broms in ionisierter Form vorhanden. Zur Aut- 
arbeitung des Aminierungsriickstandes, wie er nach dem Ab- 
dampfen der Ammoniaklésung, Versetzen mit Alkohol und 
wieder zur ‘l'rockne-Verdampfen verbleibt, bedienten wir uns 
der Silbersulfatmethode. Das Prolyl-l-leucin konnte dann als 
in Wasser verhiltnismaBig schwer léslich leicht abgetrennt 
werden. Seine Menge betrug jedoch nur etwa 20°/, der Theorie. 
Die Verbindung schmilzt zwischen 231 und 232°, reagiert gegen 
Lackmus schwach sauer und zeigt die Ninhydrinreaktion auch 
nach dem Neutralisieren nur schwach. Die Carbonylreaktionen 
sind negativ, ebenso die Biuretreaktion. Mit konzentrierter 
HNO, erhilt man schwache Gelbfirbung, mit Kupferoxyd 
(frisch gefallt) gekocht eine blaue Liésung. In Wasser ist die 
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Substanz schwer und in Alkohol und den iiblichen organischen 
Lisungsmitteln bis auf Hisessig unléslich. 
75,860 mg Substanz im Vakuum bei 105° getrocknet, bendtigten 
6,49 cem n/10 H,SO,-Lésung. 
7,430 mg Substanz wie oben lieferten 15,600 mg CO, u. 6,070 mg H,O. 
Fiir C,,H,,0,N, (228) Ber. © 57,84°/, H 8,83%/, N 12,27°%, 


ed 5 ted 


Gef. ,, 57,26 1. 914%,  ,, 11,98 
3,360 mg Dipeptid in Wasser zn 0,8002 g gelést; d?°° = 1,000°. 
1dm af°°=— 0,20° (£0,01°)..., [a]?°° =—47,64° (+ 2,0°). 


Prolyl-l-leucinanhydrid. 

i,2764 g obigen Dipeptides wurden fein gepulvert im 
Vakuum iiber P.O, 6 Stunden auf 180° erhitzt. Danach be- 
trug die Gewichtsabnahme 0,0908 g, bzw. 7,11°/,, berechnet 
sind es bei 228,2 Molgewicht und 1 H,O:7,89°/,. 

Die zum Teil geschmolzene, zum Teil sublimierte, ent- 
wisserte Substanz zeigte keine Reaktion mit Ninhydrin mehr. 
Dagegen war die Reaktion mit Dinitrobenzoesiiure positiv. 
Mit Kupferoxydsuspension gekocht, entstand keine blaue Liésung. 
Der Geschmack war stark bitter. Aus heiBem Alkohol heb 
sich das Anhydrid zu Biindeln angeordneten glanzenden farb- 
losen Blittchen vom Schmelzp. 158—159° gewinnen. ?) 

56,300 mg bei 105° getrockneter Substanz bendtigten 5,30 ccm 
n 10-H,SO,-Lésung. 

Fiir C,,H,,0,N, (210,1) Ber. 13,33°/, N 
Gef. 13,19 ,, 


1-Leucyl-prolin. 

Die Aufspaltung des Prolyl-leucinanhydrids nahmen wir, 
wie frither, beiden entsprechenden Tyrosinderivaten mit Normal- 
bariumhydroxydlésung bei etwa 40° vor. Schon nach 2 Tagen 
deutete die van Slyke-Bestimmung des Aminostickstofies an, 
daB 95°/, des Anhydrids an der Prolincarbonylgruppe auf- 
gesprengt worden waren. Die erkaltete Lésung wurde aufs 
Doppelte mit Wasser verdiinnt und mit der iiquivalenten Menge 





1) Vgl. E. Fischer u. Reif, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 363, 
S. 118 (1908). 
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Schwefelsiure vom Barium befreit. Die Hauptmenge des 
Wassers, zu dem die Barytauskochwiisser gegeben waren, ent- 
fernten wir unter vermindertem Druck bei etwa 40° Da bei 
10 ccm Volumen noch keine Krystallisation auftrat, gelangte 
die Lisung im Vakuum iiber Schwefelsiure zur weiteren Kou- 
zentration. Analog dem. friiher beschriebenen ‘T'yrosylprolin 
ist das Produkt der Spaltung sehr leicht léslich. Durch be- 
handlung mit Alkohol, worin es gut léslich ist, und Fallen mit 
viel Ather gelang es noch Spuren von Anhydrid krystallin abzu- 
trennen. Jedoch blieben die Versuche, das nach der Analyse 
vorliegende Dipeptid krystallisiert zu erhalten, erfolglos. EK: 
wurde nochmals aus absolutem Alkohol mit wasserfreiem Athe: 
gefallt und iiber Schwefelsiure im Vakuum bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Es schiumte im Schmelzrohr gegen 90 
auf und war bei 100° geschmolzen, bei 180° erfolgte schwache | 
Blasenbildung. Von 200° ab trat Gelbfirbung auf, jedoch er- 
folgte bis 800° keine deutliche Zersetzung. 





Diese Substanz wurde zunichst bei 50° im Vaxuum ge- 
trocknet. 

30,150 mg verloren nach 4 Stunden 5,011 mg an Gewicht = 16,62° , 
Eine Probe sinterte gegen 70°, erstarrte bei 105° weib, um bei 130° | 
wieder zu schmelzen. 

24,780 mg dieser vorgetrockneten Substanz verloren dann bei 105° 
im Vakuum weitere 3 Stunden getrocknet, 0,610 mg = 2,41°/,. | 
ganzen nahm das Gewicht also um 19,03") ab. 

Die Untersuchung ergab nun, dai wieder das Anhydrid 
vorhiest. 

Ber. fiir C,,H,,0,N, (264,2) Verlust von 3 Mol H,O 20,45°/). 

Wir analysierten die iiber Schwefelsiure im Vakuum ge- 
trockneter Substanz. 


6,240 mg Substanz lieferten 11,30 mg CO, und 5,330 mg H,0O. 

4,715 mg ™ - bei 758 mm u. 18°, 0,435 cem N. 

14,290 mg se " » (O38 mm , 17°, nach van Slyke 
1,32 com N. 


Fiir Dipeptid + 2H,O (264,2) 
Ber. 49,969, C 9,15°%,H  10,60°/, N —_5,30°/, NH,-N 
Gef. 49,39 955 ,, 10,79 ,, 5,80 
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Die Ninhydrinreaktion ist positiv, die aut die Carbonyl- 
gruppe negativ. Gegen Lackmus weist das Produkt schwach 
saure Reaktion auf. Mit frisch gefiilltem Kupferoxyd in wiib- 
riger Losung gekocht, erfol¢t Salzbildung. Das amorphe, stark 
hygroskopische Pulver hat schwach bitteren Geschmack. Neben 
der Alkoholléslichkeit hat es auch den Geruch mit Prolin gemein. 

Interessant ist der optische Befund der Lésung in Wasser. 
24,730 mg zu 1,2050 g gelést, d’7° = 1,004, 1 dm af!? = + 1,05°(+ 0,01°). 


a}i i? = + 00,96" (+ 0,5°). 


Erschopfende Methylierung. 

0,6 ¢ des ttber Schwefelsiiure getrockneten Leucylprolins 
wurden, wie frither beschrieben!), in Ather mit geringem 
Wasserzusatz etwa 12 Stunden der Einwirkung eines groben 
Diazomethaniiberschusses iiberlassen. Nach dessen Verschwinder: 
und Filtration seines Polymeren wurde mit dem gleichen Vo- 
lumen Wasser ausgeschiittelt. Der iitherische Teil verblieb 
zur Entwisserung iiber Natriumsulfat. Aus dem wiifrigen 
Anteil konnte, in iiblicher Weise aufgearbeitet, zuletzt aus 
absolutem Alkohol mit groBem Atherzusatz gefallt nur wenig 
im Verhiiltnis zu den Ausbeuten triiherer Methylierungen, etwa 
10°/, der Theorie, an einer sich betainihnlich verhaltenden 
Substanz gewonnen werden. Nach zweimaligem Umfillen er- 
hielten wir feine Niidelchen, die auBerordentlich hygroskopisch 
waren. Deren Schmelzpunkt zu bestimmen, gelang nur unter 
Zuhilfenahme eines wasserfreien Handexperimentierraumes. *) 
Schmelzp. 185—186°.  Ninhydrin- und Carbonylreaktion 
fielen negativ aus, mit Kaliumwismutjodid in schwetelsaurer 
Lésung entstand dunkelbraune Fillung. Gegen Lackmus 
reagierte der Koérper neutral. 

4,510 mg im Vakuum iiber P,O,; bei 105° getrocknet, lieferten nach 
Zeisel kein AgJ; nach Herzig-Meyer 15,260 mg Agu. 

Fiir C,,H,,O,N, (284.2) Ber. 21,14 °/, CH,(N) 
Gef. 21,63 = 





*) Diese Zs. Bd. 153, S. 32 (1926). 
*) Wird demniichst von E. Abderhalden und E. RoBner be- 
schrieben. 
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Aus dem itherischen Anteil wurde der Hauptteil des 
Methylierungsproduktes als zihfliissiges Ol erhalten. Da seine 
Menge zur Destillation zu gering war und im Siederéhrchen 
kein bestimmter Siedepunkt festgestellt werden konnte, ge- 
langte die Substanz nach sorgfiltigem Reinigen aus Ather und 
Benzol und Trocknen bei 50° im Vakuum bis zur Gewichts- 
konstanz zur Analyse. 

5,770 mg Substanz lieferten nach Zeisel 5,060 mg AgJ; nach 
Herzig-Meyer 10,620 mg AgJ. 

Fiir C,,H,,0,N, (270,2) Ber. 11,48°/, CH,O 11,12 °/, CH,(N) 
Gef. 11,58 11,76 

Nach der Analyse und dem Verhalten des Kérpers lag 
mit groBer Walhrscheinlichkeit der Dimethyl-N-leucyl-prolin- 
methylester vor. 


Nebenprodukt bei der Aminierung des Dibromvaleryl-l-leucins. 


Wie schon im allgemeinen Teil angefiihrt, wurde aus der 
Mutterlauge des Prolyl-l-leucins ein dem Prolin sehr nahe 
stehender Koérper krystallin und zwar zu etwa 55°/, des Ge- 
samtaminierungsproduktes als eine amorphe sehr hygroskopische 
Substanz erhalten. Sie ist 8.2 schon niher beschrieben. 

Durch Behandlung mit Alkohol, Ather und Essigester war 
von diesem ein in Blittchen krystallisierender Kérper in ge- 
ringer Menge (0,13 g) isoliert worden. Er schmilzt — miabig 
rasch erhitzt — unter Aufschiumen zwischen 190 und 192°. 
In Alkohol ist er gut, in Wasser sehr leicht léslich. Kssig- 
ester und die iibrigen gebriiuchlichen organischen Lésungsmittel 
mit Ausnahme von Eisessig lésen ihn nicht. Er ist optisch 
inaktiv. Seine wiibrige Loésung erfihrt durch Zugabe von kon- 
zentrierter Natronlauge eine starke Triibung, die beim Aut- 
kochen eine hellgelbe élige Schicht bildet. Gegen Lackmus 
reagiert er schwach sauer. Die Ninhydrinreaktion fallt blau 
aus (Prolin gelbliches Rot). Die Reaktionen mit Dinitrobenzoe- 
siiure und auf Biuret sind negativ. Mit Kupferoxyd gekocht, 
erfolgt dunkle Blaufirbung, also Salzbildung. 


3,960 me bei 50° getrocknete Substanz (Schmelzp. 190—192") 
lieferten 7,100 mg CO, u. 3,160 mg H,0. 
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7,625 mg bei 50° getrockneter Substanz lieferten nach Dumas 
0,74 com N bei 750 mm u. 26°. 

18,950 mg bei 50° getrockneter Substanz lieferten nach van Slyke 
0,55 cem N bei 757 mm u. 23°. 


63,6 mg Substanz mit 20°/,iger NaQH-Loésung 1 Stunde gekocht, 
liefert kein NH3. 
Fiir C;H,O,N + '),H,O (124,1) 
Ber. 48,39°/, C $.13°), 11,30 9/9 N 0,0 °/, NH,-N 


Gef. 48,90 8,93 11,08 1,62 
Nach der Analyse und den Kigenschaften scheint hier ein 
Hydrat des Prolins, das bei 50° noch bestiindig ist, vor- 
zuliegen. 

















Zur Kenntnis der basischen Proteine. 
Von 


A, Kossel und W. Staudt. 


(Aus dem Institut fir Eiweifbforschung der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1926.) 


i. Histon aus den Testikeln von Echinus esculentus. 

Versuche zur Charakterisierung der in den Spermien 
Wirbelloser enthaltenen basischen Proteinstoffe sind mehrfach 
ausgefiihrt worden und man ist bei Arbacia’), Strongylo- 
centrotus”), Echinus acutus”) und Astropecten”) zu dem Er- 
gebnis gekommen, daB hier Histone vorhanden sind. Indessen 
liegen nur bei Astropecten quantitative Bestimmungen der 
Hexonbasen vor, welche eine Vergleichung mit der Zusammen- 
setzung der analogen Produkte aus dem Wirbeltierkérper ge- 
statten. Im Sommer 1924 und 1925 erhielten wir durch einige 
Sendungen der zoologischen Station in Helgoland die Méglichkeit, 
die ‘Testikel von Echinus esculentus in dieser Richtung zu unter- 
suchen. Dieselben Organe waren schon friiher von Moore, 
Whitley und Webster’) untersucht worden und diese Forscher 
waren zu dem Ergebnis gekommen, dab bei dieser Spezies ein 
Zwischenprodukt zwischen Protamin und Histon vorlegt. 

Zur Gewinnung der Spermien wurden die im Mai und 
Juni in Alkohol iibersandten Testikel zerkleinert mit Wasser 
geschiittelt, die durch Gaze colierte Fliissigkeit, welche die 
Aufschwemmung der Spermien enthielt, mit Essigsiure gefillt 
und die durch Zentrifugieren und Filtrieren abgetrennten 
Spermien mit Alkohol und Ather extrahiert. Wir erhielten 
etwa 100 g lufttrockene Spermamasse und stellten aus dieser 
nach dem mehrfach beschriebenen Verfahren durch Extraktion 





1) A. Mathews, Diese Zs. Bd. 23, S. 399 (1897). 
*) A. Kossel u. S. Edlbacher, Diese Zs. Bd. 94, S. 264 (1915). 
*) Moore, Whitley u. Webster, Biochem. Jl. Bd. 7, S. 142 (1913). 
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mit verdiinnter Schwefelsiiure und Fiallung des Extraktes mit 
Alkohol das Sulfat der Base dar. Diese wurde dann in das 
Pikrat tibergefiihrt und aus letzterem das Sulfat wiedergewonnen. 

Diese Darstellung war mit groBen Schwierigkeiten und 
Verlusten verbunden, weil eine schleimige Substanz beigemischt 
war, deren Entferung nur durch hiufige Wiederholung des 
Umlésens aus Wasser und Ausfillung durch Alkohol méglich 
war. Wir erhielten zum SchluB 2,5 ¢ (lufttrocken) eines Sulfates, 
welches folgende Eigenschaften zeigte. Der Koérper bildet ein 
weiBes, in Wasser klar léslches Pulver. Die Lésung wird 
gefillt durch Ammoniak und gibt starke Argininreaktion nach 
Sakaguchi, starke Diazoreaktion nach Pauly und Rotfiirbung 
mit Millons Reagens; hingegen weder mit Glyoxylsiiure, noch mit 
Dimethylaminobenzaldehyd eine Tryptophanreaktion, auch keine 
Zuckerreaktion nach Molisch mit @-Naphthol und Schwefelsiure. 

Wir fiihrten zwei Bestimmungen der Hexonbasen aus, die 
erste mit 1,4 g des Sulfats nach Hydrolyse mit 33 volum- 
prozentiger Schwefelsiiure im wesentlichen nach der iilteren 
Methode, Hierbei mifgliickte die Histidinbestimmung. Deshalb 
machten wir noch eine zweite Hydrolyse; wir fiihrten diese mit 
Jodwasserstoff aus und benutzten zur Bestimmung des Histidins 
die von uns beschriebene Differenzmethode.') Hierfiir stand 
uns noch 0,3 g des Histons zur Verfiigung. 

Die Analysen fiihrten zu folgenden Werten: 





I II 
Hydrolyse mit | Hydrolyse mit 
Schwefelsiiure | Jodwasserstotf 








A. Prozente des Gesamtstickstotis 


Arginin, als Flavianat gewogen 21,94 23,97 

Histidin . . a . . . . . * j as 7,14 

Lysin . 16,57 ?) 14,14 
( 

Monoaminosduren (Vitterenz) 45,73 49,17 








'! A. Kossel u. W. Staudt, Diese Zs. Bd. 156, 5. 270 (1926). 

*) Als Pikrat gewogen. 

5) Aus dem N-Gehalt des Phosphorwolframsiiure - Niederschlages 
errechnet. 
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I II | 
Hydrolyse mit | Hydrolyse mit | 
Schwefelsiure | Jodwasserstofi | 














B. Gewichtsprozente 


RO x ee ee 10,84 11,91 
wa 4. oe ce eee _ 4,21 | 
Ds = 22 pe tee 13,71 11,78 








Die Analysen bestiatigen die Annahme, daB hier ein zur 
Histongruppe gehériger Kérper vorliegt. Zum Vergleich fiihren 
wir die bei andern Histonen bisher gefundenen Zahlen an. 


Prozente des Gesamtstickstoftfs. 

















Ursprung des Histons Arginin | Histidin Lysin 
| 
Kalbsthymus'). . . . . 25,17 1,79 8,04 
Gadus Morrhua’) . . . 26,9 3,3 8,5 
Lota vulgaris*) . . . . Sperma 38,44 4,12 3,69 
Centrophorus granulosus *) | 25,4 4,5 7,1 
Astropecten®) aurantiacus 19,4 3,7 11.5 


Hiernach steht der Arginingehalt des Histons von Kchinus 
esculentus als Mittelwert zwischen diesen Zahlen, der Histidin- 
und Lysingehalt iibertrifft jedoch die bisherigen Angaben. 
Wenn auch eine chemische Individualitiét der Histone bisher 
nicht sicher festgestellt ist, so sind diese Zahlen doch ein 
weiterer Beweis dafiir, daB in den Histonen eine Kérpergruppe 
vorliegt, die ebenso formenreich ist, wie die Protamingruppe. | 
Histone verschiedenen Ursprungs zeigen dies auch durch ihre 
Reaktionen. Beim Thymus- und Gadushiston ist Tryptophan 
durch seine Farbenreaktionen nachweisbar, beim Echinus- uni 
Astropectenhiston fehlt es. Kbenso zeigen sich Unterschiede 
in bezug auf die Kohlehydratreaktion nach Molisch. 


') A. Kossel u. F. Kutscher, Diese Zs. Bd. 31, S. 188 (1900). 
*) A.a. O. 

5) Ehrstrém, Diese Zs. Bd. 32, S. 350 (1901). 

4) A. Kossel u. H. Pringle, Diese Zs. Bd. 307 (1906). 

5) A. Kossel u. 8S. Edlbacher, Diese Zs. Bd. $4, S. 264 (1915). 
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2. Uber das Protamin in den Spermien des Gangfisches. 


Nach den bisher vorliegenden Untersuchungen finden sich 
in den Spermien verwandter Spezies gewéhnlich auch Prot- 
amine von gleicher Zusammensetzung. Bei den Salmoniden 
scheint eine Ausnahme von dieser Regel vorzukommen. Wiihrend 
sich bei Salmo Salar, Oncorhynchus Tschawytscha, Coregonus 
albus bisher keine Unterschiede erwiesen haben, scheinen bei 
den Spermien von Salvelinus (Cristovomer) Namaycush die Ver- 
hiltnisse komplizierter zu sein. Hier sind neben dem typischen 
Salmin Protamine von abweichendem Verhalten vorhanden}), 
wie dies auch beziiglich des Heringsprotamins von Goto*) an- 
genommen wird. Wir haben daher die Gelegenheit henutzt, 
um einen fiinften Salmoniden in dieser Richtung zu unter- 
suchen. Dies wurde uns ermoéglicht durch die Freundlichkeit 
des Herrn Professor Dr. M. Auerbach in Karlsruhe, dem wir 
fir die Ubersendung yon laichreifen Testikeln des ..Gane- 
fisches“, Coregonus macrophthalmus (Niisslin), einer Felchenart 
des Bodensees, unseren besten Dank abstatten. 

Aus 250 g des nach mehrfach beschriebenem Verfahren 
getrockneten Spermas erhielten wir 38 g des Rohmaterials an 
Protaminsulfat. Diese wurden in das Pikrat iibergefiihrt und 
letzteres in folgender Weise verarbeitet. Das Pikrat wurde in 
der Reibschale mit 30 volumprozentiger Schwefelsiiure an- 
gerieben, die Fliissigkeit in den Scheidetrichter iibergefihrt 
und mehrmals mit Toluol ausgeschiittelt. Die Ausschiittlung 
muB wegen der hydrolysierenden Wirkung der Schwefelsiiure 
(s. unten) in moglichst kurzer Zeit beendet werden. Eni- 
sprechend der Léslichkeit der Pikrinsiiure in Toluol (etwa 10 ¢ 
in 100 ccm) erhailt man schon nach 3maligem Ausschiitteln 
eine fast farblose Fliissigkeit, aus der das Sulfat mit Alkohol 
als Ol gefillt wird. Kine weitere Umfallung ergibt ein schnee- 
weiBes pulveriges Produkt. Dies Verfahren ist der bisher an- 
gewandten Ausschiittlung mit Ather vorzuziehen und liefert 
90 und mehr Prozente des Rohmaterials, 





') Diese Zs. Bd. 88, S. 179 (1918). 
*) Diese Zs. Bd. 37, S. 102 (1902). 
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Zur Argininbestimmung dienten 0,5 g des luittrocknen 


Sulfats; diese wurden 20 Stunden mit 25 volumprozentiger 
Schwefelsiiure erhitzt. 


Das Reaktionsgemisch wurde auf 25 cem aufgefiillt und in 3 Proben 
von je 0,15 cem eine Mikro-Kjeldah!-Bestimmung ausgefiihrt, welche 
die Werte von 4,31; 4,31; 4,30 cem n/100-Titerlésung ergab. Der Ge- 
saintstickstoif der hydrolysierten Fliissigkeit betrug demnach 0,09786 ¢. 
Nach der Ausfallung der Schwefelsiiure durch Baryt war dieser Stick- 
stoffgehalt infolge der Adsorption durch das Bariumsulfat auf 0,0950 ¢ 
gesunken. Somit waren 2,86°/, des Stickstoffs durch den Barytnieder 
schlag festgehalten worden. Fiir die Argininbestimmungen wurde die 
Fliissigkeit auf 100 cem gebracht und je 20 cem (korr. 19,85 cem) ent- 
nommen. 


Aus den bei der Wigung der Flavianate gefundenen 
Werten ergab sich 1) 90,85°/,, 2) 90,388°/, Argininstickstoff im 
Gesamtstickstoff.!) Diese Zahl steht in Maneidhandes Uber. 
einstimmung mit dem Wert, welchen A. Kosselund R. EK. Gross” 
beim Salmin des Rheimlachses fanden. Ihre Analyse ergab 


89,3°/, des Gesamtstickstofts. 


Friiher waren — bei Anwendung des Silber—Baryt- 
verfahrens — vermutlich wegen der Lislichkeit des Arginin- 


silbers niedrigere Werte festgestellt. A. Kossel und F. Kut- 
scher gaben im Jahre 1900 87,8°/, des Gesamtstickstoffs an.° 


Kine Méglichkeit zur Beurteilung der Identitiit bietet sich 
weiterhin in der Untersuchung des optischen Drehungsvermigens. 
Die spezifische Drehung des Salminsulfats ist zuerst von 
A. Kossel beim Salmin des Rheinlachses in der Weise fest- 
gestellt worden, da zunichst der Stickstoffgehalt der unter- 
suchten Lésung bestimmt und aus diesem auf Grund der 
F¥ormel C,,H,,N,,0O,, 2H,SO, die Konzentration des Salmin- 


'30°*57+ 
sulfats Redhat wurde.) 





1) Im Gesamtstickstoff ist der vom Bariumsulfat adsorbierte Stick- 
stoff inbegriffen. 

*) Diese Zs. Bd. seg S. 167 (1924). 

3) Diese Zs. Bd. 31, ae (1900). 

*) Diese Zs. Bd. 25, : 172 (1 
(1906). 


898); Biochem. Zentralbl. Bd. 5, 8S. 3 
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Hierbei ergab sich: 
|a}p =— 80,97, 
auf den Stickstoffgehalt der Liésung bezogen, ergibt sich 
fa}) = — 320,7. 


Mit diesem Wert stimmen unsere beim Salmin des Gang- 
fisches gefundenen Werte iiberein. Wir erhielten in 2 Prii- 
paraten: 

lal =— 81,05° (1) 


/ 


—$81,09° (ID. 
auf den Stickstofigehalt bezogen: 


[a], =— 322,59 (1) 


— 322,73 (II). 


Nach diesen Ergebnissen halten wir das Protamin aus 
Coregonus macrophthalmus fiir identisch mit dem Salmin des 
Rheinlachses. 

M. Goto?) hat schon vor lingerer Zeit darauf hingewiesen, 
daB die Analysen des Platinsalzes vom Salmin, welche im 
Laufe der Jahre von verschiedenen Forschern ausgefiihrt 
worden sind, iibereinstimmende Werte geliefert haben und dab 
die aus diesen Analysenwerten abgeleitete Formel auch den 
von A. Kossel ausgefiihrten Analysen des Salminsulfats ent- 
spricht. Er schlieBt hieraus auf die Einheitlichkeit des als 
Salmin bezeichneten Koérpers. Dieser Schlu8 wird nun durch 
unsere polarimetrischen Befunde, welche bei den aus zwei ver- 
schiedenen Tierspezies gewonnenen Salminpriiparaten zu den 
gleichen Werten gefiihrt haben, bestiitigt. Auch der Arginin- 
gehalt erwies sich als der gleiche. 

Fiir die polarimetrischen Untersuchungen an Protaminen tiberhaupt 
ist folgende Beobachtung, die wir beim Salmin des Gangfisches machten, 
beachtenswert. Die Drehungswinkel wurden in der sauren Lésung 
niedriger befunden, als in der neutralen und nahmen beim Stehen bei 
Zimmertemperatur ab, ohne nach Stunden einen bleibenden Wert zu 


erreichen. Dies ergibt sich aus folgender Beobachtungsreihe. 
Ungefihr 1g Protaminsulfat in 30 ecm 21°/, Schwefelsiiure. 1 = 4 dm. 





') M. Goto, Diese Zs. Bd. 37, S. 102 (1902). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIX. 12 


etn 
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' Zeit nach Lésung 


sofort 
21/, Stdn. 
46 ” 
70 ‘‘ 
921/, ” 
117/, ,, 
144 
8331), ,, 
503"), 4, 
670g, 


Diese Abnahme ist auf eine schon bei Zimmertemperatur erfolgende 
Hydrolyse oder Racemisierung des Protamins zuriickzufithren und is’ 
wohl imstande, Abweichungen in den Angaben iiber die spezifische 
Drehung solcher Priiparate zu erkliren, welche bei der Darstellung der 
Einwirkung von Siiuren ausgesetzt gewesen oder in saurer Lésung unter- 


sucht sind. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschait, welche 
diese Arbeiten durch Gewihrung yon Mitteln erméglicht ha’, , 





Drehung 


—7,37° 
—1,27 
—6,51 
— 6,29 
— 6,09 
—5,72 
—5,51 
—4,04 
—3,18 
— 2,48 


sprechen wir unsern Dank aus. 


Heidelberg, 16. Juli 1926. 





Gesamtabnahme 


0,10° 
0,86 
1,08 
1,33 
1,65 
1,86 
3,33 
4,24 
4,89 








4 
4 











Uber Arginin und seine Umwandlung in Ornithin. 
Von 


Max Bergmann und Hans Késter.’) 


Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung, Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Juli 1926.) 


Bei synthetischen Arbeiten im Gebiet der Peptide konnte 
das d-Arginin bisher nicht die eingehende Bearbeitung finden, 
die es bei seiner physiologischen Bedeutung und seiner weiten 
Verbreitung in den Proteinen verdient. Daran mag zum einen 
Teil die bis vor kurzem recht schwierige Zuginglichkeit der 
Aminosaiure schuld gewesen sein, die erst durch das schine 
Naphtholgelbverfahren von Kossel und GroB*) und das be- 
queme Aldehydverfahren*®) behoben wurde. Zum andern Teil 
haben aber die wenig angenehmen Erfahrungen, die EK. Fischer 
und U.Suzuki bei ihren Versuchen zur Darstellung von Arginyl- 
arginin machten, nicht gerade zu weiteren synthetischen Ver- 
suchen mit Arginin eingeladen. 

Im Laufe von Arbeiten iiber die Chemie der Haut, mit 
denen der eine von uns beschiftigt ist, sind wir gezwungen, 
uns auch mit dem Arginin zu beschaftigen, da es iiber 8°/, 
der Kollagenspaltprodukte ausmacht. In den Proteinen sind 
die basischen Gruppen des Arginins teilweise durch Carboxyl- 
gruppen anderer Aminosiuren substituiert. Fiir das Verstiindnis 
derartiger Argininverbindungen liefert das Studium der ein- 
fachsten Acylderivate des Arginins die notwendige klare 
Grundlage. 





1) 12. Mitteilung iiber Umlagerungen peptidiihnlicher Stoffe. 

°) Diese Zs. Bd. 135, S. 167 (1924). 

‘) M. Bergmann u. L. Zervas, Diese Zs. Bd. 152, S. 282 (1926). 
Kine weitere Vereinfachung des Verfahrens beschreiben wir in der nach- 
folgenden Notiz. 


bo 
v 
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Kin Monacetyl-arginin erhilt man mit vorziiglicher Aus- 
beute, wenn man d-Arginin mit Essigsiureanhydrid bei Zimmer- 
temperatur und dann mit Wasser behandelt. Fiir das. Mon- 
acetat kommen die Formeln I und II in Betracht. 





CH, - CH, - CH, -CH- COOH 
| NH, 

a re 
é—NE .—H 
NH | —COCH, 


CH, - CH, - CH, - CH - COOH 


I. | | 
NH-C(=NH)-NH, NH-COCH,. 


Offenbar beschrankt sich aber bei der Entstehung dieses 
Acetats die Wirkung des Essigsiiureanhydrids nicht auf die 
einfache Acylierung einer Aminogruppe, sondern es muf inter- 
mediir die Anordnung des Substituenten des asymmetrischen 
Kohlenstoffatoms gestért werden; denn das resultierende Mon- 
acetyl-arginin ist optisch véllig inaktiv. Wir kommen daraui 
noch weiter unten zuriick. 

Bearbeitet man aber Arginin mit Essigsiureanhydrid in 
der Wirme, so findet eine reichlichere Aufnahme von Acety! 
und daneben noch eine Abspaltung von Wasser aus dem 
Argininkomplex statt. Wir isolierten mit guter Ausbeute ein 
krystallisiertes Triacetyl-anhydro-arginin, dem wir die Struktur 
der Formel III zuschreiben. 





Il. | NH-COCH, IV. NH-COCH, 
| | 

CH,-CH,-CH,-CH-CO CH, -CH,-CH,-CH 

| | | | 

N , = NH-—_—--—-CO 

| + H,O " 

C=N(COCH,) eae CO-NH-COCH, 

| | 

NH(COCH,) NH-COCH, 


Die auffallendste Higenschaft dieses inneren Anhydrids 
ist seine groBe Unbestiindigkeit gegen Wasser, von dem es 
schon in der Kalte in symmetrischen Diacetylharnstoff 








ul 
s] 


di 


SO 





cp PD 


b > 
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und d,l-¢-Acetylamino-«-piperidon (Formel IV) ge- 
spalten wird. 

Auf die Piperidonformel IV glauben wir schlieBen zu 
diirfen, weil das Spaltprodukt weder sauer noch basisch reagiert, 
so daB Formeln wie V, VI, VII oder &hnliche ausscheiden. 


CH, -CH,-CH,-CH- COOH CH, -CH,-CH,-CH-CO 
| | en 
N-—C(CH,) — NH NH, N=C(CH,) -O 
V. Vi. 


CH, -CH,+CH,- CH(NH,)-CO 
se | 
COCH, VIE. 

Bei weiterer Hydrolyse mit Salzséure wird das Piperidon mit 
sehr guter Ausbeute in Ornithin verwandelt, das wir in Form 
von Ornithursiiure charakterisiert haben. Diese war ebenfalls 
optisch voéllig inaktiv, ebenso wie das Triacetyl-anhydro-arginin 
und das Acetamino-piperidon, obwohl wir von d-Arginin aus- 
segangen waren. 

Das Spaltprodukt IV ist nach dieser Auffassung das 
N-Acetylderivat, jenes d,l-8-Amino-e-piperidon, das EK. Fischer 
und G. Zemplén?) beim Verestern von d,l-Ornithin mit Methyl- 
alkohol und Chlorwasserstoff erhalten haben. 

Die Feststellung, dafi aus Arginin mit Acetanhydrid das 
Acetylderivat des Aminopiperidons gebildet wird, laBt erwarten, 
daB man ihnlichen Ringschliissen auch beim Acetylieren arginin- 
haltiger Proteine und Peptide begegnen wird. Fiir die Be- 
rechtigung dieser Ansicht scheint uns z. B. das Verhalten eines 
von uns dargestellten optisch aktiven Monacetyl-phenylalanyl- 
arginin zu sprechen, das bei weiterer Acetylierung ein Tri- 
acetyl-anhydro-phenylalanyl-arginin vom Schmelzp. 198 ° liefert.?) 
Die leichte Ausbildung derartiger Heterocyclen verdient im 


— 


') Chem. Ber. Bd. 42, S. 4886 (1909). 

*) Es gleicht dem Triacetyl-anhydro-arginin auch in der Empfind- 
lichkeit gegen Wasser. — Es verdient ferner Erwihnung, daB unser 
aktives Monacetyl-pbenylalanyl-arginin bei kurzer Behandlung mit kaltem 
Essigsiiureanhydrid optisch inaktiv wird. Wir hoffen, dariiber bald mehr 
berichten zu kénnen. 
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Hinblick auf die bekannten Versuche von N. Troensegaard') 
Beachtung, welcher die durch Reduktion acetylierter Proteine 
erhaltenen cyclischen Stickstoffbasen als primir vorgebildet im 
den nativen Proteinen ansehen michte. 

Fir die Uberfiihrung von Arginin in Ornithin kennt map 
gegenwirtig auBer der Wirkung der Arginase nur die Ver- 
kochung mit Alkalien. Uber den strukturellen Mechanismus 
des Fermentprozesses wei man so gut wie nichts. Der Alkali- 
prozeB wiederum verliuft wenig einheitlich?) und ist auerdem 
eine so brutale Prozedur, daB sie fiir das Verstiindnis des 
fermentativen Vorganges wenig beitragen kann. Ob die von 
uns aufgefundene Spaltung hier mehr leisten wird, liBt sich 
heute noch nicht sagen. 

Wir sind zwar gewohnt, es schon als einen ersten Erfolg 
anzusehen, wenn es uns gelingt, einen fermentierbaren chemi- 
schen Stoff durch wohldefinierte chemische Eingriffe (Sub- 
stitutionen, Strukturainderungen u. dgl.) in einen solchen Zustand 
zu bringen, daB der fermentierte ProzeS nun an ihm ohne 
Mitwirkung eines Fermentes oder eines anderen Katalysators 
unter biologisch méglichen Versuchsbedingungen spontan ab- 
liuft. Und es erscheint in solchen Fallen besonders niitzlich, 
wenn es gelingt, diesen reaktionslustigen Zustand intermediir 
festzuhalten und seine weitere Umsetzung unter varierten Ver- 
suchsbedingungen zu studieren. 

In unserem 'l'riacetyl-anhydro-arginin wird eine Struktur in 
Substanz abgeschieden, die fiir sich zwar relativ bestiandig ist, 
die aber doch den Guanidinrest schon in so aufgelockertem 
Zustande enthilt, daB fiir seine Zerlegung unter Abspaltung 
eines Harnstoffderivates die Kinwirkung von Wasser geniigt 
R. Klingner’) hat kirzlich dargelegt, daB substituierte Guani- 
dine unter gewissen Bedingungen einen Zerfall in Cyanamid- 
und Aminderivate erleiden kénnen. Man kénnte daran denken 





1) Vgl. z. B. N. Troensegaard u. B. Koudahl, Diese Zs. Bd. 153, 
S. 93 (1926). 

*) Vel. u.a, M. Bergmann u. L. Zervas, Diese Zs. Bd. 152, 
S. 282 (1926). 

8) Diese Zs. Bd. 155, S. 206 (1926). 
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auch die Harnstoffabspaltung aus Arginin mit der primiren 
Bildung von Cyanamid zu erkliren. Bei unserem acetylierten 
Arginin hat eine solche Erklirung wenig Walhrscheinlichkeit 
fiir sich. Zuniichst legt schon die Entstehung des symmetri- 
schen Diacetylharnstofts nicht recht im Sinne der Auffassung 
einer primiren Cyanamidbildung und wiirde sich nur unter der 
Hilfsannahme einer Acylwanderung aufrecht erhalten lassen. 
Dann aber ist das Triacetyl-anhydro-arginin im wasserfreien 
Medium wenig zersetzungslustig, und bedarf zur Zerlegung 
seines Guanidinrestes offenbar der Mitwirkung von Wasser oder 
hydroxylhaltigen Mitteln. 

Weiter legt unser Triacetyl-anhydro-arginin die Frage nahe: 
Ist die cyclische Amidierung (Piperidonbildung), ist die Uber- 
ladung des Guanidinrestes mit Acetylen und Acylen, ist die 
Acetylierung der «-Amidogruppe fir die Auflockerung des 
(suanidinrestes und den Verlauf der Harnstoffabspaltung be- 
stimmend? Oder welcher von diesen Hinfliissen ist entbehr- 
lich? Wir sind bemiiht, dieser Frage experimentell niher 
zu treten. 

Versuchen wir, uns ein Bild von der leichten Racemisie- 
rung des Arginins bei der Acetylierung zu machen, so bietet 
sich als mégliche Erklirung die voriibergehende 'T'automerisie- 
rung der charakteristischen Aminocarbonsiuregruppe: 


a7 | —CH—Cé we : aoe 
NH— NH— 


Man kann diesem Schema noch eine speziellere Form 
geben, wenn man annehmen darf, da8 im Monacetyl-arginin die 
Acetylgruppe in der g-Aminogruppe sitzt (vgl. oben Forme! II). 
Denn es ist lange bekannt’), daB @-Acylaminosiuren unter 
dem EinfluB von KEssigsiiureanhydrid Wasser abspalten und 
Produkte geben, die man heute ,,Azlactone* nennt und ent- 
sprechend XI formuliert. Die Racemisierung des Acetyl-arginins 





1) E, Erlenmeyer jun., Liebigs Ann. der Chem. Bd. 275, 5. 1 
(1893); Bd. 337, S. 265 (1904); Chem. Ber. Bd. 33, S. 2036 (19900). 
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O 
——" om — H,O es ale ed tautomer mit — - OH 
——> aaa, an 
NH = H.0 N O < N O 
al . a" ‘ laa al 
CO-R G.R C.B 
a XI. XI. 


wiirde dann dazu zwingen, fiir die Azlactone auBer Forme! XI 
auch noch die tautomere Struktur XII in Betracht zu ziehen. 
Wir sind damit beschaftigt, die Berechtigung dieser An- 
schauung an den Azlactonen eintfacherer aktiver Aminosiiuren 
zu priifen.') 

Das Monacetyl-arginin bietet einen bequemen Weg zur 
Gewinnung von d,l-Arginin aus der aktiven Aminosiiure. Bisher 
hat man hierfiir nach dem Vorgang von F. Kutscher?’) ent- 
weder das d-Nitrat bei 210—220° racemisiert oder eine Lisung 
von d-Arginin in konzentrierter Schwefelsiure zum Sieden er- 
hitzt. Die Ausbeuten diirften dabei recht mangelhaft gewesen 
sein. Bei der Modifikation von O. Riesser*), welcher mit 
50°/,iger Saure 33 Stunden bei 160—180° halt, werden nach 
umstindlicher Aufarbeitung 50—60°/, Racemat erhalten. Das 
inaktive Arginin interessiert insofern, als Kutscher*) bei Auf- 
arbeitung eines tryptischen Verdauungsgemisches aus Fibrin 
die inaktive Aminosiure isoliert hat. 

Auf dem Weg iiber d-Arginin, Triacetyl-anhydro-d,1-arginin 
und Acetamino-piperidon lassen sich d,l-Ornithin und d,l-Orni- 
thursiiure ohne besondere Miihe gewinnen. 





) Alkyl- bzw. Acylderivate der tautomeren Azlactonformel X1i 
hat schon F. Weiss (Chem. Ber. Bd. 26, S. 1699 wu. 2641 [1893]) aus 
Hippursadureestern durch Anhydrisieren bereitet, wenn er sie auch ent- 
sprechend der damaligen Auffassung der Azlactone anders formulierte. 
Neuerdings haben P. Karrer und Mitarbeiter (Helv. Bd. 7, 8. 763 (1924); 
Bd. 8, 8. 205 u. 211 [1925]) eine Reihe weiterer hierhin gehériger Alky}- 
derivate dargestellt, fiir sie die Oxazolformel analog XII (vgl. oben) an- 
gegeben und das Verschwinden eines asymmetrischen Kohlenstoffatoms 
bei der Oxazolbildung festgestellt. 

*) Diese Zs. Bd. 32, 8. 476 (1901). 

*) Diese Zs. Bd. 49, S. 210 (1906). 

*) Diese Zs. Bd. 32, S. 476 (1901). 
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Der Notgemeinschait der deutschen Wissenschaft sprechen 
wir fiir die Gewihrung von Mitteln zur Ausfiihrung dieser 
Untersuchung unseren ehrerbietigsten Dank aus. 


Monacetyl-d,l-arginin. 
(Formel I oder II). 

2 g reines d-Arginin, das nach dem Benzaldehydverfahren ') 
gewonnen war, wurden mit 20 ccm Kssigsiiureanhydrid drei 
Stunden auf der Maschine geschiittelt. Es verwandelte sich 
dabei zuniichst in eine zihe Masse, dann aber in einen Brei 
winziger Krystiillchen. Diese wurden zunichst abgesaugt, mit 
Aceton und mit Ather gewaschen und dann mit 5 ccm kaltem 
Wasser verrieben. Dabei entstand eine Verbindung mit 2 Mol. 
Krystallwasser, die schéne derbe Nadeln bildete. Ein geringer 
Teil davon blieb in Liésung und konnte durch Acetonzusatz 
abgeschieden werden. Ausbeute im ganzen 2,6 bis 2,7 ¢ ent- 
sprechend 90°/, der Theorie. 

0,4343 g¢ lufttrockne Substanz verloren bei 78° uad 1 mm Druck 
iiber P.O; 0,0624 g an Gewicht. 

0,4843 g Substanz verloren 0,0696 ¢. 

C,H,,03;N,, 2H,O (252,2) Ber. H,O 14,29°/, 
Gef. 14,37, 14,37. 
Das so getrocknete Praiparat zerfloB an der Luft. 


5,375 mg lufttrockne Substanz verloren 7,550 mg CO, u. 3,830 mg H,0O. 


2,520 mg “i me re 0,490 cem N (20°, 748 mm, 
50°/, KOH). 
C.H,,0.N,, 2H,O (252,20) Ber. C 38,07°/, H 7,999), N 22,22%, 
Gef. 38,31 7,97 22.30. 


Bei der Acetylabspaltung durch hydrolytische Destillation 
mit Phosphorsaiure unter geringem Druck verbrauchten 0,2643 g 
Substanz 5,42 ccm vorgelegte n/5-Lauge. 
Ber. CH,CO 17,05°/, Gef. CH,CO 17,65 °/, 


Monacetyl-arginin-hydrat schmilzt in lufttrocknem Zu- 
stand bei raschem Erhitzen im Capillarrohr gegen 266° (korr.) 
unter Gasentwicklung. Es lést sich ziemlich leicht in Wasser, 





1) M. Bergmann u. L. Zervas, Diese Zs. Bd. 152, S. 282 (1926). 
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Methylalkohol und Hisessig, schwer in kaltem Athylalkohol, 
wobei das Krystallwasser teilweise abgegeben wird; in Aceton. 
Chloroform, Essigester und kaltem Essigsiureanhydrid ist es 
nahezu unldéslich. Die 6°/,ige Lésung zeigte im 1 dm-Rohr 
keine wahrnehmbare Drehung. Ebenso negativ verhielten sich 
10°/,ige Liésungen in n-Natronlauge und n-Salzsiure. 

SchlieBlich haben wir noch 1g Monacetyl-arginin (Di- 
hydrat) 2 Stunden mit 10 ccm 2n-Salzsiure riickflieBend ge- 
kocht, um das Acetyl abzuspalten. Die so erhaltene Lisung 
von salzsaurem Arginin zeigte keine Drehung, wihrend aktives 
Arginin unter denselben Bedingungen (1 dm-Rohr) eine Drehung 
von + 1,67° hiitte zeigen miissen. Um die Anwesenheit von 
Arginin nachzuweisen, haben wir auSerdem nach dem kiirzlich 
fiir die aktive Saure gegebenen Verfahren die d,l-Benzyliden- 
verbindung dargestellt. Schmelzp. 199° (korr.\.) Ausbeute 1 ¢. 

3,455 mg Substanz 0,650 cem N (24°, 751 mm, 50°/, ige KOH). 

C,,H,.0.N, (262,17) Ber. N 21,37°/, 
Gef. 21,87. 


Triacetyl-anhydro-d,l-arginin 
(Forme! ITI). 

2g Arginin wurden mit 40 ccm Essigsiureanhydrid kurz 
aufgekocht und die klare, farblose Lisung alsbald unter ge- 
ringem Druck eingedampft. Dabei schieden sich derbe pris- 
matische Krystalle ab, die mit wasserfreiem Aceton aufs Filter 
eebracht, mit trocknem Ather gewaschen und durch Lisen in 
Essigsiureanhydrid und Abscheidang mit Ather  gereinigt 
wurden. Ausbeute 2,4 g entsprechend 74°/, d. Th. Sie waren 
das Triacetyl-anhydro-arginin und wurden zur Analyse bei 20° 
und 2 mm iiber P,O, auf konstantes Gewicht gebracht. 

4,395 mg Substanz gaben 8,225 mg CO, und 2,558 mg H,O. 


4,095 mg - » 9,720 cem N (22°, 750 mm, 50°/, KOH). 
2,330 mg ” » 0,406 cem N (24°, 751 mm, 50°/, KOH). 
0,1518 g ‘i verbrauchten bei der Acetylbestimmung 8,09 cem 


n 5-Lauge. 





‘) Benzyliden-d-arginin schmilzt bei 204—205° (korr.). Vgl. M. Berg- 
mann u. L. Zervas, Diese Zs. Bd. 152, S. 291 (1926). 
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C,,H,,0,N, (282,17) 


Ber. C 51,03°/, H 6,42°/, N 19,86°/, C,H,O 45,74 °/, 
Gef. 51,04 6,51 20,08 45,85 
19,79 


Die 5°/,ige Loésung in reinem Acetanhydrid zeigte im 
1 dm-Rohr keine erkennbare Drehung. 

Triacetyl-anhydro-d,l-arginin schmilzt bei 164° (korr.). Es 
lést sich ziemlich leicht in Methylalkohol, Alkohol, Wasser und 
Essigsiureanhydrid, weniger leicht in Chloroform, ziemlich 
schwer in Aceton; in Essigester und Ather ist es beinahe un- 
ldslich. 


Umwandlung von Triacetyl-anhydro-d,l-arginin (Forme! [il) in 
Diacetylharnstoff und Acetyl-anhydro-d,l-ornithin (d,1-5-Acetyl- 
amino-c-piperidon) (formel [\). 

Die Umwandlung geht schon bei Zimmertemperatur von- 
statten. Wenn man 1,5 g Triacetyl-anhydro-arginin in 10 ccm 
kaltem Wasser lést und nach 24 Stunden unter niedrigem Druck 
auf geringes Volumen einengt, so scheiden sich gegen 0,59 g 
symmetrischer Diacetyl-harnstoff (entsprechend 77°/, d. Th.) in 
derben Prismen ab. Nach Umkrystallisation aus Alkohol 
schmilzt er bei 152—153°, ganz entsprechend den Angaben 
von R. Scholl’), und sublimiert unzersetzt. 

0,1156 g Substanz gaben 0,1766 g CO, und 0,0587 g H,O. 


3,070 mg _—so#,, , 0,584 eem N (24°, 748 mm, 50°’, KOH). 
3,070 mg . ; 0,525 cem N (24°, 750 mm, 50°/, KOH). 
C,H.O,N, (144,1) Ber. C 41,649, H 5,60°,  N 19,44°, 
Gef. 41,66 5,68 19,68 
19,40. 


Auch die Acetylbestimmung gab die fir Diacetylharnstoff 


erforderlichen Werte. 

Nach Entfernung des Diacetyl-harnstoffs wurde der Rest 
der Spaltungsfliissigkeit unter vermindertem Druck vollstindig 
verdampft, der Riickstand in etwas Chloroform gelést und durch 
viel Ather das Acetyl-amino-piperidon in diinnen langen Nadeln 
abgeschieden. Ausbeute 0,6 g entsprechend 72°/, d. Th. 





1) Chem. Ber. Bd. 23, S. 3515 (1890). 


el ne ee ee 


woe 

















188 Max Bergmann und Hans Koster, 


Zur Analyse wurde nochmals aus Chloroform-Ather kry- 
stallisiert und bei 78° und 0,1 mm aut konstantes Gewicht 
gebracht. 

6,170 mg Substanz gaben 12,225 mg CO, und 4,200 mg H,O. 

3,488 mg »» 0,559 cem N (24°, 745 mm, 50°/, KOH). 

sei der Acetylbestimmung entsprachen 0,2137 g Substanz 6,86 eem 
n/5-Natronlauge. 


C,H,,0,N, (156,12) 

Ber. C 53,80°,, 7,73°/, N 17,94, ©,H,O 27,55°, 

Gef. 54,04 7,62 18,06 27,61. 

Das Acetyl-amino-piperidon schmilzt bei 187—1s88° (korv.). 
Es lést sich sehr leicht in Wasser, leicht in Methyl- und Athyl- 
alkohol, warmem Chloroform und Aceton, sehr viel schwerer 
in Benzol und Ather. 

Unsere Priparate zeigten in 10°/, iger wiBriger Liésung, 
wie in n-Salzsiure bei 1 dm-Rohrlinge keine Drehung. 

Das Acetyl-amino-piperidon entsteht auch, wenn man das 
Triacetyl-anhydro-arginin mit absolutem Alkohol verkocht. Ein 
so erhaltenes und aus Aceton umkrystallisiertes Praparat vom 
Schmelzp. 185° gab folgende Analysenwerte: 

6,070 mg Substanz gaben 12,040 mg CO, und 4,135 mg H,0. 

2,600 mg ‘ » 0,407 cem N (21°, 758 mm, 50°/, KOH). 

Gef. C 54,10°/, H 7,62°/, N 18,13. 

In diesem Falle haben wir das zweite Spaltprodukt noch 
nicht untersucht. 

Zur Umwandlung in d,l-Ornithin und d,l-Ornithur- 
siure wurden 1 g¢ Acetaminopiperidon mit 25 ccm n-Salzsiure 
4 Stunden riickflieBend gekocht, dann unter geringem Druck ver- 
dampft. Der Riickstand war erst sirupés und krystallisierte 
spiter in rosettenartigen Aggregaten. Seine Lésung in 10 ccm 
Wasser zeigte keine Drehung. Sie wurde auf 50 ccm verdiinnt 
und in der iiblichen Weise nach Schotten-Baumann ben- 
zoyliert. Das mit Siiure ausgefillte Gemisch von Ornithur- 
siiure und Benzoesiiure lieB sich durch Auslaugen mit 25 ccm 
Ather leicht von der Benzoesiure befreien. SchlieBlich hinter- 
blieben 2,0 g Ornithursiiure entsprechend 92°/, d. Th. vom 
Schmelzp. 186° (korr.). Nach Imaliger Krystallisation aus 











Uber Arginin und seine Umwandiung in Ornithin. 189 


40°/,igem Alkohol stieg er kaum mehr (187°). KE. Fischer’) 
gab 187—188° (korr.) an. 


6,470 mg Substanz gaben 15,870 mg CO, und 3,422 mg H,0O. 


4,448 mg - » 0,322 ceem N (23°, 743 mm, 50°/, KOH). 
C,,H,,O,N, (340,18) 
Ber. C 67,03°), H 5,92°/, N 8,23, 
Gef. 66,90 5,92 8.16. 


Unsere Ornithursiure zeigte unter den Bedingungen’), 
unter welchen die natiirliche Siure fiir Natriumlicht im 1 dm- 
Rohr + 0,78° zeigt, keinerlei Drehung. 

Gelegentlich haben wir nach der Spaltung des Acet- 
amino-piperidons das gebildete d,l-Ornithin auch als Dipikrat 
identifiziert. 


5,690 mg Substanz gaben 7,200 mg CO, und 1,607 mg H,0. 


5,320 mg ‘i 5 0,900 cem N (24°, 753 mm, 50°/, KOH). 
C,H, ,0,6Ng (590.3) 
Ber. C 34,57°/, H 307°, N 18,99°%;, 
Gef. 34,52 3.16 19,26. 


Den Schmelzpunkt fanden wir zu 199° (korr. 203°), 
Fischer und Raske*) gaben 185° (korr.), A. Kossel und 
F. Weiss*) 195° (wohl unkorr.) an. Den Krystallwassergehalt 
haben wir nicht untersucht. 

1) Chem. Ber. Bd. 34, S. 454 (1901). 

") Chem. Ber. Bd. 34, 8. 456 (1901). 

®) Chem. Ber. Bd. 38, S. 3607 (1905). 

4) Diese Zs. Bd. 68, S. 160 (1910). 
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Zur Kenntnis 
des ¢-Hamatoporphyroidins (= Hamaterinsaure) 
und des sogenannten ¢-Hamatoporphyrins. 


Von 


0, Schumm und A. Papendieck. 





(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitat, Eppendorfer 
Krankenhaus. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Juli 1926,) 


Wie der eine von uns (O. Sch, beschrieben hat, laBt sich 
das aus Blut dargestellte ¢-Porphyroidin und ebenso sein Methy]- 
ester durch Kochen mit Kalilauge teilweise in einen porphyrin- 
artigen Farbstoff verwandeln, der in seinem Verhalten (z. B. 
Spektrum in Salzsiure und Ather) noch groBe Ahnlichkeit mit 
der Himaterinsiure (= ¢-Himatoporphyroidin) zeigt, aber nicht 
derartig in Chloroform léslich ist und ein anderes iibrigens 
charakteristisches alkalisches Porphyrinspektrum gibt. Ein 
Urteil itiber die Einheitlichkeit der Substanz wurde nicht ab- 
gegeben. Bei dem Versuch, durch Kochen des Himaterin- 
siiure-methylesters mit Kalilange gréBere Mengen des _,,@-Hi- 
matoporphyrins“ darzustellen, ergab sich eine wenig befrie- 
digende Ausbeute. Es handelt sich offenbar nicht um einen 
glatt und einheitlich verlaufenden Umwandlungsvorgang. Da- 
fiir spricht auch die Beobachtung, da ein in Ather schwer 
lésliches Nebenprodukt auftritt. 

Die niihere Untersuchung des _,,¢-Himatoporphyrins“ hat 
nun ergeben, da8 es wahrscheinlich nicht als einheitliche 
chemische Verbindung autgefaBt werden kann, da es sich durch 
Behandeln seiner salzsauren Lésung mit Chloroform in 
einen chloroformléslichen und einen nicht léslichen Anteil zer- 
legen laBt. Der chloroformunlisliche Teil zeigt die all- 
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gemeinen Merkmale eines Porphyrins und ihnelt in seinem 
Verhalten dem Himatoporphyrin von Nencki. Seine sichere 
Identifizierung steht noch aus. Die chloroformlésliche Fraktion 
hat die Eigenschaften der Himaterinsiure. Wir hielten es 
demnach fiir wahrscheinlich, daB das ,z-Haimatoporphyrin“ aus 
einem Gemisch von Himaterinsiiure und Nenckis Hamato- 
porphyrin oder einem ihm nahestehenden Porphyrin besteht. 
Ks ist uns aber bislang nicht gelungen, an Gemischen aus 
Himaterinsiure und Nenckis Hamatoporphyrin alle Eigen- 
schaften aufzuzeigen, die dem @-Hiimatoporphyrin eigentiimlich 
sind. Geeignete Mischungen alkalischer Lisungen von Hima- 
terinsiure und Himatoporphyrin-Nencki zeigten durchaus nicht 
das vierstreifige alkalische Porphyrinspektrum des e-Himato- 
porphyrins (I. 633, Il. 578, III. 5431/,, IV. 510,0), sondern 
ein Doppelspektrum, im Rot deutlich getrennt den Streifen I. 
der Hamaterinsiure auf 642 und den Streifen J. von Nenckis 
Hamatoporphyrin auf 619, wihrend gleich stark alkalische 
Lésungen des ¢-Hiimatoporphyrins im Rot einen Streifen aut 
ungefihr 633 geben. Wenngleich hiermit noch durchaus keine 
geniigende Aufklirung iiber die wahre Zusammensetzung des 
als ¢-Hamatoporphyrin beschriebenen Farbstoffs gegeben wird, er- 
scheint es doch angemessen, hervorzuheben, da das ¢-Himato- 
porphyrin hdéchstwahrscheinlich kein einheitliches  Por- 
phyrin ist. — 


ea ewe 


a ea nage a nn 











Uber das Porphyratin aus Hefe. 
IIL. Mitteilung. 


Von 


0. Schumm. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitit.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. August 1926.) 


Da sich die Zersetzlichkeit des Rohporphyratins, die zu- 
erst von Anson und Mirsky?) an Pyridinausziigen von Hete 
beobachtet wurde, oft auch bei den nach der Eisessig—Chloro- 
formmethode’) dargestellten Extrakten zeigte, so habe ich nun- 
mehr folgendes Verfahren zur Abscheidung des Rohporphyra- 
tins aus Brennereihefe ausgearbeitet: 

Die Hefe wird mit der 3—5fachen Menge Kisessig an- 
gerieben, die Mischung mit dem gleichen bis 1'/, fachen Vol. 
Petrolither ausgeschiittelt, der fPetrolither nach erfolgter 
Schichtenbildung sogleich abgetrennt, die Hefeschicht nochmals 
in derselben Weise mit Petroliither behandelt und nach dessen 
Abtrennung sogleich mit einer reichlichen Menge Chloroform 
geschiittelt, die Chloroformschicht abgetrennt, zweimal mit etwa 
1/,9 Vol. Wasser gewaschen, durch Filtrieren geklirt und das 
Chloroform auf dem Wasserbade verdampft. Der essigsiiure- 
haltige Riickstand wird mit Chloroform verdiinnt, 2 mal mit 
Wasser gewaschen und eingedampft. 

Bei dieser Verarbeitung erhielt ich aus einigen 100 g 
BrennereipreBhefe einen braunen Riickstand, der in Kisessig 
gelést bei geniigender Schichtdicke ein reines Himatin- 





1) Vgl. O. Schumm, Diese Zs, Bd. 156, S. 159 (1926). 
°)O.Schumm, Uber das Porphyratin aus Hefe und Pflanzen- 
samen, Diese Zs. Bd. 154, S. 174 (1926). 
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spektrum gab. Der Farbstoff lieB sich mit Hydrazinhydrat 
2usnahmslos leicht in das zugehérige Porphyrin verwandeln. 

Bringt man einige Kubikzentimeter der Porphyratin—Kis- 
essiglésung in einem Absorptionsglas vor den Spalt des Spek- 
troskops, fiigt einige Tropfen Hydrazinhydrat hinzu und beob- 
achtet das Spektrum, so sieht man, wie der starke, im Rot 
gelegene Absorptionsstreifen des Porphyratins  allmiéhlich 
schwicher wird und dafiir im Grin innerhalb ungefihr 5 bis 
10 Minuten das leicht kenntliche Absorptionsbild der Porphyrin— 
Kisessiglésung auftritt. 

Bei oftmaliger Durchfithrung dieser Untersuchung an 
Brennereihefe hat sich ausnahmslos bestitigt, daB das so ge- 
wonnene Rohporphyratin das reine Himatinspektrum gibt, 
vorgebildetes Porphyrin also nur in ganz untergeordneter 
Menge vorhanden sein konnte. 

An dem bei der ,,Enteisenung“ des Hefeporphyratins ent- 
standenen Porphyrin wurde erneut bestiitigt, daB es sich bei 
allen spektrochemischen Reaktionen genau wie Héamaterin- 
siure verhielt. 

Handelt es sich nur darum, eine kleine, zur Anstellung 
einiger Reaktionen ausreichende Mengen des Rohporphyratins 
zu gewinnen, so empfiehlt sich folgendes Vorgehen: 25 g PreB- 
hefe, 75 ccm Eisessig, 2 malige Extraktion mit je 100 ccm 
Petrolaither, danach Extraktion mit 100 ccm Chloroform, 
2maliges Waschen des Chloroformauszuges mit je 2U ccm Wasser. 


'— Verwendet man nur 5 g PreBhefe, dazu 15 ccm Lisessig, 


2mal 40 ccm Petrolither, 40 ccm Chloroform, so laBt sich im 
Verdampfungsriickstand des gewaschenen Chloroformauszuges 
das Porphyratin mit Pyridin und einem Tropfen Hydrazin- 
hydrat durch das Himochromogenspektrum (I. 557,5. Il. etwa 
527) nachweisen. — 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIX. 13 


“e CNT 














Uber Umwandlungsprodukte der Farbstoffe 
aus Fleisch und Blut. 


(Fortsetzung der Untersuchung.) 


Die Entstehung von Kopratin bei der freiwilligen Faulnis von 
Blut; spektrochemische Reaktionen des aus dem Kopratin dar- 
gestellten krystallisierten Kopratoporphyrins. 

Von 
0. Schumm. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitit.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. August 1926.) 


Vor einiger Zeit konnte berichtet werden, da8 das in den 
Faces als physiologisches Umwandlungsprodukt des Blutfarb- 
stofis auftretende Kopratin héchstwahrscheinlich auch auber- 
halb des Organismus bei der freiwilligen Faulnis von Blut ent- 
stehen k6nne. 

Bei der Fortsetzung der Untersuchung konnte in mehreren 
Fallen an Pferdeblut, das der freiwilligen Faulnis iiberlassen 
worden war, mit Sicherheit die Umwandlung des Blutfarbstoffs 
in Kopratin beobachtet werden. 

Das Pferdeblut hatte einen halben Tag im Laboratorium 
gestanden, war dann in Mengen von je etwa 20—30 g in 
Gliisern eingeschmolzen worden und hatte ungefihr 1 Jahr lang 
bei Zimmertemperatur im zerstreuten Tageslicht gestanden. 
Zwei der Gliser blieben nach dem Offnen noch wochenlang 
stehen. Proben der stark riechenden Masse, die in Pyridin 
gelist und mit wenig Hydrazinhydrat versetzt* wurden, gaben 
den Hauptabsorptionsstreifen auf etwa uu 545.5 mit schwachem 
rotwirts gelegenen Vorschatten. Danach konnte mit groBer 
Wahrscheinlichkeit angenommen werden, daB der entstandene 
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Farbstoff zum gréBeren Teile aus Kopratin bestand. Datiir 
sprach auch das Verhalten bei der spektrochemischen Probe (1) 
mit Kallauge, Cyannatrium und Schwefelammonium: zwei 
nicht ganz einheitliche Streifen mit dem Maximum auf un- 


gefahr 558 und 528. Zur sicheren Identifizierung wurde der 


Farbstott in EHisessig mit Hydrazinhydrat enteisenet und das 
dabei erhaltene Rohporphyrin fraktioniert. Die Hauptmenge 
bestand aus Kopratoporphyrin (2). Daneben war Hamaterin- 
siure (3) (= ¢-Hamatoporphyridin) vorhanden, wiihrend Kopro- 
porphyrin nicht nachgewiesen werden konnte. 

Diese Untersuchungen im Verein mit den friiheren beweisen, 
daf Kopratin ein hiaufiges bakteriochemisches Um- 
wandlungsprodukt des Blutfarbstoffs ist, das bei der 
natiirlichen Darmfaulnis in kurzer Zeit, auBerhalb des Organis- 
mus dagegen erst bei langdauernder Fiulnis in gréBeren 
Mengen gebildet wird. 

Das aus obigen Kopratinpraparaten bei der Enteisenung 
entstandene Kopratoporphyrin wurde aus Ather in Krystallen 
abgeschieden. Das krystallisierte Praiparat zeigte bei allen 
Proben vollkommene Ubereinstimmung mit Praparaten Koprato- 
porphyrin, die durch Abspaltung des Eisens aus dem Fices- 
Kopratin dargestellt worden waren und ebenso mit dem in 
Haces aufgefundenen natiirlichen Kopratoporphyrin (4). Bei 
diesen Untersuchungen wurde auch die spektrochemische Re- 
aktion mit Brom (5) angewandt. Diese Probe allein genigt 
schon, um das Kopratoporphyrin vom Koproporphyrin 
sicher zu unterscheiden. — 


Spektrometrische Werte 
des krystallisierten Kopratoporphyrins.') 


1. Lésung in schwach essigsaurehaltigem Ather. 


a) Okulare Messungen. 

Hauptstreifen: I. 621.3. IJ. unsymmetrisch, schwacheres 
Maximum ,,a“ 574,5; stirkeres Maximum ,b“ 566.3. ILI. un- 
symmetrisch, schwacheres Maximum ,,a“ 529,3, starkeres Maxi- 


*) Vgl. hierzu Diese Zs. Bd. 156, S. 64 usw. (1926). 
18* 
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mum ,b* 523.8. IV. starker Streifen Griin/Blau, Mitte un- 
gefahr 493. 

b) Spektrogrammetrische Bestimmungen.’) 

I. 621.2. Il. Maximum b 566.0. III. Maximum b 523.5. 
IV. Mitte ungefaihr 492.0. 


2. Lésung in 25°/,iger Salzsiure. 
a) Okulare Messungen. 
Hauptstreifen: I. 591,5. IL]. 548,5. 
b) Spektrogrammetrische Bestimmungen. 
Hauptstreifen: I. 591,2. III. 548,7. VI. (Violettstreifen) 
404.0. 


3. Loésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure. 


Okulare Messungen. 
Hauptstreifen: [. 592,0. III. 548,35. 


4. Lésung in Eisessig—Bromwasserstoff. 


Okulare Messungen. 
I. 597,35. Il. 553.0. 


5. Reaktion mit Brom. 


Okulare Messungen. 

Starker Streifen auf etwa 636,06, schwacher Streifen mit | 
zwel sehr schwachen Maxima auf a) etwa 501,0, b) etwa 490.v, 
dazwischen das Minimum auf etwa 496,0. 

Anmerkung. Analysenreines krystallisiertes Kopro- 
porphyrin, derselben Probe unterworfen, gab an bezeichnen- 
den Absorptionsstreifen einen starken, scharf begrenzten schmalen 
symmetrischen Streifen auf 499,0 und einen schwicheren, 
breiteren Streifen auf etwa 470,06. — 
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6. Lésung der Kisenkomplexverbindung in Pyridin, 
nach Zusatz von wenig Hydrazinhydrat. 


I. 545.2. ID. 515.5. 


1) Nach Aufnahmen mit dem Gitterspektrographen bei 0,03—0,04 mm 
Spaltweite, vg]. O. Schumm, Spektrographische Methoden in E. Abder. 
haldens Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden. 
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Aufarbeitung des gefauiten Blutes. 


I. Abscheidung und Enteisenung der entstandenen 
Eisenporphyratine (6). Reinigung des Porphyringemisches. 

Die gefaulte Masse wurde mit viel Hisessig und Ather 
gemischt, die Lésung mit Wasser gewaschen und zur Ent- 
fernung etwa vorhandenen Porphyrins wiederholt mit 5°/,iger 
Salzsiure ausgeschiittelt, danach gewaschen und verdampit. 
Der Riickstand wurde in stark verdiinnter Kalilauge aut- 
genommen, die Lésung filtriert, mit Essigsiure angesiiuert und 
der ausgeflockte Farbstoff abfiltriert, gewaschen und an der 
Luft getrocknet. Er wurde in Eisessig gelést und auf je 
100 ccm ein abgekiihltes Gemisch aus 20 ccm Eisessig und 
2 com Hydrazinhydrat (7) zugefiigt. Nachdem das (Gemisch 
3—10 Stunden gestanden hatte, wurde es mit viel Ather ver- 
diinnt, mit Wasser entmischt, die Atherschicht abgetrennt, gut 
gewaschen und zweimal mit 5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. 
Aus der Salzsiure wurde das Porphyringemenge mit Natrium- 
acetat in Ather gebracht, die itherische Lisung gewaschen 
und das Porphyringemenge daraus wieder in 5°/,ige Salzsiiure 
gebracht. Dieses Reinigungsverfahren wurde noch einige Male 
wiederholt, das Porphyrin zuletzt wieder in Ather gebracht 
und dieser durch Waschen entsauert. — 


II. Fraktionierung des Porphyringemisches. 

Die atherische Lésung wurde nacheinander je mit 0,1°/,iger, 
0,4°/,iger und 3°/,iger Salzséure so oft ausgeschiittelt, bis keine 
beachtliche Menge Farbstoff mehr iiberging. Jede Fraktion 
wurde mit Natriumacetat in Ather gebracht, dieser gewaschen., 
verdampft und das Porphyrin in 5°/,ige Salzsiure gebracht. 
Die salzsaure Liésung wurde wiederholt mit alkoholfreiem 
Chloroform ausgeschiittelt und die so erhaltenen chloroform- 
léslichen und darin schwer léslichen Anteile einer genauen 
spektrochemischen Untersuchung unterzogen. 

Der chloroformlésliche Farbstoff bestand in der Haupt- 
sache aus ¢-Himatoporphyroidin (= Himaterinsiure) (8), daneben 
war in geringer Menge ein anderes nicht identifiziertes Por- 
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phyrin vorhanden. Der in Chloroform nicht bzw. schwer lés- 
hiche Farbstoff bestand aus Kopratoporphyrin. Diese in n/10- 
KOH klare lésliche Kopratoporphyrin-Fraktion wurde in 5°/,ige 
Salzsiure gebracht, die Lésung zur Entfernung etwa noch bei- 
gemengter Spuren chloroformléslichen Porphyrins einige Male 
mit alkoholfreiem Chloroform ausgeschiittelt und dann mit 
Natriumacetat in Ather gebracht. Aus dem _ siurefrei ge- 
waschenen Ather schied sich das Porphyrin beim Eindampfen 
zum groBen Teil krystallinisch ab. 
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Notiz iiber die Synthese des Spermins. 
Von 
H. W. Dudley, 0. Rosenheim und W. W. Starling. 


(Aus dem National Institute for Medical Research, London. 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Juli 1926.) 


Vor neun Jahren gelang es M. C. Rosenheim, das typische 
Sperminphosphat, das seit fast einem halben Jahrhundert eine frag- 
wiirdige Existenz in den Lehrbiichern fiihrte, wieder zu erhalten und 
ferner das Vorkommen des Spermins in tierischen Organen (miinnlich 
und weiblich) und auch in der Hefe, durch die Darstellung des Phos- 
phats und neuer Derivate (Pikrat, Benzoylspermin usw.) iiber jeden 
Zweifel festzustellen.t) Neue Methoden zur Isolierung der ,,Samen- 
krystalle‘ aus menschlichem Sperma, die nach der urspriinglichen 
Schreinerschen Methode (1878) nicht méglich war, wurden dann von 
O. Rosenheim beschrieben und zugleich der Beweis fiir die Identitiit 
der aus verschiedenen Organen und aus Sperma erhaltenen Base ge- 
bracht?) (daselbst siehe auch die neuen historischen Tatsachen, welche 
die Entdeckung der Samenkrystalle auf Leeuwenhoek (1678) und 
Vauquelin (1791) zuriickfthren). Gleichzeitig beschrieben Dudley, 
M. C. Rosenheim und O. Rosenheim das von ihnen ausgearbeitete 
Verfahren zur Isolierung (aus Tierorganen) des unldéslichen Phosphats, 
welches charakteristische Salz seine urspriingliche Entdeckung erméglichte 
und als allein mabgebendes Kriterium zur Identifizierung des Spermins 
betrachtet werden muBte. Die Einhaltung einer bestimmten Wasserstoft- 
ionenkonzentration (py = 7,0) erwies sich zur Krystalibildung unumgiinglich 
néotig und die Unkenntnis dieses Umstandes erklirt die bemerkenswerte 
Tatsache, daB das Spermin trotz seiner weiten Verbreitung im ‘ier- 
kérper®) solange iibersehen wurde. 

Zur Darstellung des Sperminphosphats im gro8en erwies sich das 
Rinderpankreas am geeignetsten und es sind seither die bis dahin nur 
als Kuriositit (Mikroskop-Praparate) bekannten ,,Samenkrystalle“ leicht 





*) Jl. of Physiol. Proce. Bd. 51, 8S. VI (1917). 
2) Biochem. Jl. Bd. 18, S. 1253 (1924). 
*) Biochem. Jl. Bd. 19, S. 1034 (1925). 
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in relativ grofen Mengen zu weiterem Studium zuginglich. Auf Grund 
der Analyse von Salzen und der Molekularbestimmung des Benzoy]l- 
spermins haben die obigen Autoren die Zusammensetzung C,,H,,N, fiir 
Spermin festgestellt.’) 

Kurz vorher beschrieb IF. Wrede eine aus Sperma in kleinen 
Mengen auf dem iiblichen Wege (als Goldsalz) erhiltliche Base von 
derselben Zusammensetzung und Molekulargewicht, deren Identitit mit 
Spermin damals zwar wahrscheinlich, aber nicht erwiesen war.?) Neuer- 
dings hat Wrede die Angaben von M.C. Rosenheim iiber das Vor- 
kommen des Spermins in Organen und Hefe nachgepriift und dieselben 
sowie auch unsere vor zwei Jahren beschriebenen Resultate vollauf be- 
stitigt, speziell in bezug auf die Darstellung im groBen des Spermin- 
phosphats aus Rinderpankreas. Die interessanten Abbauversuche Wredes 
brachten keine zur unmittelbaren Lésung der Konstitutionsfrage ver- 
wertbaren Resultate.?) 

In Fortsetzung unserer Arbeiten iiber die Konstitution des Spermins ‘) 
kamen wir auf Grund weiterer Abbauversuche zu dem Schlusse, daB die 
folgende Formel allen uns bekannten Umsetzungen des Spermins ent- 
spricht: 

NH, :(CH,); - NH -(CH,),- NH -(CH,), - NH, . 

Die Richtigkeit dieser Annahme wurde jetzt durch die Synthese 
bestitigt. Die Einzelheiten des Abbaus und der Synthese wurden der 
Biochem. Society (Sitzung vom 10. Juli d. J.) vorgelegt und werden in 
dem Biochem. Jl. erscheinen. 


1) Biochem. Jl. Bd. 18, 8S. 1263 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 138, S. 119 (1924). 
8) Diese Zs. Bd. 153, S. 291 (1926). 
‘) Biochem. Jl. Bd. 19, S. 1032 (1925). 





